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Abstract of DEI 0065561 

The invention relates to novel tetraether lipid derivatives which can be used for producing liposomes and 
lipid agglomerates with improved stability which are simple and reliable. The invention also relates to 
liposomes and lipid agglomerates with an increased lifespan <u>in vivo</u>. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gesteilt 

(g) Tetraetherlipidderivate und Tetraetherlipidderivate enthaltende Liposomen und Lipidagglomerate sowiederen 
Verwendung 

(§) Die Erfindung betrifft neue Tetraetherlipidderivate, die 
2ur Herstellung von einfach und verlalSlich anwendbaren 
Liposomen und Lipidagglomeraten mit verbesserter Sta- 
bilitat verwendet werden konnen. Die Erfindung betrifft 
ebenfalls Liposomen und Lipidagglomerate mit einer ho- 
heren Lebensdauer in vivo. 
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Bcschreibung 

|0001] Die vorlicgcndc lirlindung bctrilTlTclracihcrlipiddcrivalc, die cHindungsgciuaBcn Tclraclhcrlipiddcrivaic cni- 
haltende Liposomen und Lipidagglonicralc und dcrcn Vcrwcndung. 

s 100021 In dor wisscnschafi lichen Forschiing bcslcht cin groRcr Bedarl' an Vcrfjihrcn /.iir Transfeklion von Zcllcn in 
Zellkullur und von inuliizcllularcn Organisnicn mil Nuklcinsaurcn. Die hcrkoiiinilichcn Vcrfahren wie Eleklroporalion, 
DHA1> und "('alciuiiiphosphar-unierslulzlc Transfeklion, Mikroinjcklion ocicr ballislische Melh<xicn habcn den Nach- 
leil, daB sic oil nur geringc Transfeklionscffi/nenzcn erreichcn, die Zellubcriebensralen sehr gering sind und/oder, daB sie 
nichl. an Mchrzellcrn durchllihrbar sind, Viralc und rclroviralc iransrcklionssyslcinc sind zwar cffizicnlcr, bergcn abcr 

10 cigene Risiken, wic z. 13. cine crhohic Inniiunanlworl odcr cine unkonlrollierie [niegraiion in das Zielgenoin. Die Trans- 
feklion von nichl-viralen Nukleinsauren mil TTilfe von Liposomen, auch Lipofeklion gcnanni, slellt dalier eine erfolgrei- 
che und bercils haulig angewandle Allernalive zu den oben bcschriebenen \fcrfahren dan 

[00031 Tjposonien sind kiinsl.lich hergeslcllle uni- <xier tnultilaniellare TjpidvesikeL die einen waBrigen Tnnenraum 
umschlieBcn. Evenlucll iin waBrigen Innenraum des Liposoiiis enlhaliene Verbindungen sind weilgchend gegen proteo- 

15 lytischc Oder nukleolytische Angrifife geschutzl. Die Lipidvcsikel sind iiii allgeineinen biologischen Menibranen ahnlich 
und werden daher nach Anlagerung an diesclben oflnials ieichi in die Menibranslruklur inlegriert. Bei dieser Menibran- 
fusion wird der Inhall des Liposonieninnenrauins in das von der biologischen Membran umschlossene Lumen enl laden. 
Alicrnariv werden die Liposomen nach endocyiotischer Aufnahme in den Lysosomen derZeilcn abgebaul. Der dort frei- 
gesetzte Inhalt des Liposoineninnenrauines kann dann von dort in das Cylosol der Zellc ubenrclcn. 

20 [0004] Liposomen konnen daher als Transport vchikel benulzt werden. Neben der bereils erwahnlen Verwcndung als 
Lipofeklionsmitlei, d. h. als Transport vehikel fur Nukleinsauren, werden Liposomen vielfach als Transport vehikel fur 
Therapeulika eingeselzl. Fur diese unlerdem Slichwort "drug delivery" bekannl gewordenc Funklion werden hydrophile 
Therapeulika, z. B. "small molecules". Peptide oder Proleine im wassrigen Innenraum des Liposoms verpackt und/oder 
hydrophobe Verbindungen in die hydrophobe Matrix, d. h. die Lipidschicht der Liposomen eingebaul.. So siclll z. B. die 

2S Kosnictikindust ric Liposomen-hallige Hautcrcmes her, die Wirksloffe in die Epidermis und liefer gelegene 2^llschichlen 
iransporlieren. Eine zielgerichlelje Abgabeder von den Liposomen iransporlierten Wirksloffe an besliiiuiile 2^1len oder 
ihrcr Anrcichcrung in der Nahc solchcr Ziclzcllcn kann in dicscm Zusammcnhang bci spiels wcisc durch an die AuBcn- 
membran der Lif>osomcn gekoppeltc Antikorper fiir beslimnile 2^lloberflachcnstn]kturen oder anderc "Targcling"-Ein- 
heiten errcicht werden. 

30 [0005] Zur Herslellung von Liposomen werden hauptsiichlich naturlichc Lecithine aus Sojabohnen oder Eigelb bzw. 
definierle nalurliche oder kiinstliche Phosphoiipide, wie Cardiolipin, Sphingomyelin, Lysolecilhin und andere verwen- 
dei. Durch Variation der polaren Kopfgruppen (Cholin, Ethanolainin, Serin, Glycerin, Inosil), der Lange und der Salli- 
gungsgrade der Kohlenwasserstoffkelten werden GroBe, Slabiliiai und Fahigkeit zur Aufnahme und Freisetzung der as- 
soziierten Molekule beeinfluBt. 

35 [0006] Einer der wesentlichen Nachteile der heute ublichen Liposomen isl ihre geringe Slabiiiiat. Aus noniialen Dop- 
pelschicht-bildenden Phospholipiden gebikiete Liposomen sind auch iin gekiihllen Zustand nur kurze Zeil hailbar. Ihre 
Lagersiabililat laBl sich zwar z. B. durch Einbeziehen von Phosphatidsaure o. a-Tocopherol erhohen, jedoch isl. die somil 
verbesserte Slabiliiai fiir viele Zwecke imirier noch unzureichend. AuBerdeni sind herkommliche Liposomen nichl sau- 
restabil und daher weder fur den Transport phamiazeulischer Wirkstoffe geeignet, die nach oraler Verabreichung den 

40 Magen passieren, noch fur die Liposomen- unterstutzte DNA-Transfektion unter leicht sauren pH-Bedingungen. 

[0007] Fiir wissenschaftliche und medizinische Lipofektionen in Saugerzellen werden Liposonien-bildende Lipidmi- 
schungen, z. B. Li po fee I am in®, Lipofectin® oder DOTAP®, haufig benutzt. Neben den bereils erwahnlen Nachleilen ist 
mil ihrer Anwendung die Notwendigkeit verbunden, eine \^elzahl von Paramelem (z. B. Zelldichte, Nukleinsaure- 
menge, Anicil der zugeselzlen Lipide, \folunien des Liposonienansatzes etc.) genau zu beslimmen, weil es nur ein sehr 

45 enges Parameteroplimum gibt, bei dem ausreichende Transfeklionseffizienzen erreicht werden konnen. Dadurch werden 
Transfektionen unler Verwendung komnierzieller Lipofeklionsreagenzien sehr aufwendig und koslcnintensiv. 
[0008] Desweileren sind bei den oben geannien Produklen groBe Variationen zwischen den einzelnen Chargen zu be- 
obachten, was sie in der Praxis wenig verlaBlich macht. 

[0009] Die WO-A-97/3 1 927 beschreibi ein Tetraetherlipidderival, das eine Seitenkelte mil einem modifizierten oder 
50 unmodifizierten Guloseresl oder einem Oxidationsprodukt einer solchen Gulose umfasst, sowic dieses Tetraet herlipidde- 
rival. en t halt ende Liposomen, die sich durch eine verbesserte Bestandigkeit gegentiber Sauren und durch eine verbesserte 
Lagcrsl:ibilital auszeichnen. 

[0010] Das US-Palenl 5098588 bcschrcibt die Herslellung von Tctraetheriipidderivalen mil jwlaren Seitenkellen und 
deren Verwendung als Grenzflachenschtiiienniltel. 
55 [0011] Die DE-A-197 36 592 beschreibi Tclraelherlipidderivaie mil Seitenkellen, die enlweder per se durch Ausbil- 
dung quatcmarer Ammoniunisalze oder unler physiologischen Bedingungen posiliv geladen sind. Solcherarl. derivali- 
siene Lipide sind geeignet, mil negaiiv gcladcncn MolckUlen, bcispielsweise Nukieinsaurcmolckulcn, in Xoniakt zu tre- 
len und sie z. B. in Liposomen einzuschlieBen, 

[0012] Es bestehl jedoch nach wie vor ein Bcdarf fur Lipide, die die Erzeugung von hinsichllich ihrer in vivo Stabilital. 

60 oder Lugersiahiliial verbesserten Liposomen ennoglichen. Weiler bestehl ein Bedarf nach Lipiden, die neben einer er- 
hohten Slabiliiai eine verbesserte Moglichkeit zur gegebenenfalls gcziellen Abgabe von Wirkstoff aus den sie iniegrie- 
renden Liposomen bieten. Aufgabe der Erfindung isl es daher, Lipide bereitzuslellen, die sich zur Bildung von Liposo- 
men eignen und eine verbesserte Slabiliiai aufweisen und/oder eine gezielle Wirksioffabgabe eriauben. 
[0013] Diese Aufgabe wird erfindungsgemiiB gelosi durch das fiereilsiellen von Telraelheriipidderivaien (ini folgcnden 

65 auch als "TCL-Dcri vaie*' abgekurzt), dargcstelh durch eine der folgenden allgeineinen Fomicin ( 1 ) bis (6): 
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25 wobei S* und S" unabhangig voneinander ausgewahll sind aus den Gruppen 
-CH2-0(P02")OH 
und 

30 

-a-x'-b-(xVy 

worin bedeuten: 

A -CONR^-, -COO-, -CH2O-, -CH2OCO, -CHsNR^CO-, -CH2CX:ONR^-, -CHoNR^COO-, -CH20(P02")0- oder - 
CH2S-, 

X* und X- unabhangig voneinander eine verzweigte cxier unverzweigte Alkylen- oder Alkenylengruppe mil 1 bis 20 
Kohlenstoffatonien, die Gruppe -COCR* Y(CH2)m- oder die Gruppc -CH2-CH2-NHCO-, 
B -(0(CH.),n),r^ -(NR*COCHN(R^)2)o- oder -(NR^)p-, 
Y -H, -NR-R\ -N-'R-R^R^, -OR^ -COR^ oder -SR^ 

R' und R^ -H, eine verzweigte oder unverzweigie Alkyl-, Alkylen-, Aralkylen- oder Arylgruppe mil 1 bis 12 Kohlen- 
stoffatonien, wobei diese Gruppen mil mindesicns einer Gruppe Y subsdtuiert scin konnen, 
R-bisR\ 

R^ und unabhangig voneinander R^ oder -(C=N'^H2)NH2, 
m 1 bis 5, 
nObis 150, 
0 0 bis 10, 
p 0 Oder 1 und 
q 0 bis 5, 

wobei jcweils einer der Resie R- bis R^, R'' und R** weiter einen Liganden unifassen kann, der uber einen Spacer an das 
Lipid gebunden sein kann, 

sowie durch Bildung von Pentazyklcn im Tetraethergrundgerust gebildete Modifikalionen davon, 

mit der MaCgabc, dnss wenn das Telraelherlipidderival durch die allgemeine Fomiel (I) daigeslelll ist, folgende Vcrbin- 
dungen ausgenoininen sind: 

A = -CONH-, B = -(NR^)p- init p = 1 und R^ = -IT oder eine vcrzweigle oder unveraweigle unsubslituierte Alkyl-, Alky- 
len-, Aralkylen- oder Arylgruppe mil 1 bis 12 KohlenslorTalomen; 
A = -CONH-, n = o = p = q = 0 und Y = -NR-R^ oder -N^R-R^R"*; und 
A = -CH2NHCO- Oder -CONH-, n = o = p = q = 0 und Y = -H. 

(0014] Die vorlicgende Erfindung slelll ebenfalls Liposonien und Lipidagglonierale bercil, die mindesicns cines der 
zuvor gcnannlcn Telraelhcrlipidderivalc enlhaltcn. 

[0015] Das T.ipidgeriisl der erfindungsgemaRen cyclischcn Telraelherlipiddcrivate besleht aus einem 72-glicdrigen 
Makrotelraclherzyklus. Dicser besteht. aus zwei Dibiphytanyl-Ketlen, deren endsiiindige Kohlcnsioffalonie uber zwei 
Ethylendioxy-Einhcilen (-O-CH2-CH2-O-) milcinandcr verknupfl sind. Jeweilsein KohlenslolTaioni jcder Elhylcn-Ein- 
heil ist mil einer Gruppe S subsliluierl. Tetraetherlipidc sind bereils bekannt und bisher ausschlicBlich in Archaebaktericn 
nachgewiesen worden. In Abhangigkeit z, B. von der Zuchlungslemperalur konnen sich innerhalbder Dibiphyfanylkel- 
ten Pcniazyklen ausbilden,' die dem Lipid einen spezifischcn physiko-chcinischen Charakier gcben, Mit jeder Peniazy- 
klisierung vcrliert das Grundgcriist zwei WasscrstolTaionie. Eine Zusanuiicnfassung allcr bisher bekannlen Basisstruktu- 
ren archaebakleriellcr Lipide isl in Langworthy und Pond (System Appl. Microbiol. 7, 253-257, 1986) enlhalten. 
[0016] Das nalurlich vorkoiiunendc Lipidgcriisi isl nunmchr erfindungsgcmaB dcri valisierl worden, um fur den Einbau 
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in ZLir Transfcklion cxici^r Wirkslorfabgabc vorgcschcnc I j|X)s<Mncn cxlcr LipidaggloiHcralc mil vcrbcsscrlcn Kigen- 
schafien bc/uglich IransTckiion und Siabiliiai gccignci /.u scin. Da/u wcrclcn spczicllc Sciicnkciicn cingdiihrl. liinigc 
dcr solchcrarl dcrivalisicrtcn Lipidc sind bcson<lcrs gu! gccignci, mil ncgaiiv gcladcncn MolckLilcn, bcispiclswcisc Nu- 
kicinsaurcinolekulcn, in Koniak! zu irclcn und sic z. B. in Liposomen cinzuschlicBcn. Da cin moglichcr Vcrwcndungs- 
zwcck der erfindungsgenuil^en T jpidc in c!cr Bildung von T Jixisomcn (xicr TJpidagglomcralcn fiir pharmak<v imdAxlcr 
gcnlhcrapculischc Anwcndungcn licgl, konncn die crlindungsgcmaBcn Lipidc zusal/.lich mil Molckulcn gckoppcli wcr- 
dcn, die das spezihsche Andocken dcr Lipidc an s[x?/iellc /cllcn ennoglichen. Bcispieic dafur sind Anlikorper gegen 
Zcllobernachcnanligcne, insbcsondcrc solche, die selekliv auf den Zielzcllcn expriniietl werden, Moglich sind wciler Li- 
ganden fur Rczcploren, die auf dcr OberH ache beslimmler Zellcn selekliv anzulrcUen sind, sowic biologisch akiivc Pep- 
lide, die ein Organ- bzw. Zeli-spezifisches largciing in vivo ennoglichen (Ruosiaii, Science, 276, 1345^6, 30.5. 1997). 
10017] Dcr besondcre Vortcil der crfindungsgcniaBcn Telraetherlipiddcrivatc liegl in ihrer vcrbosserten Slabililal. Da 
das Lipidgerusi der crfindungsgcniaBen Tel racthcrlipiddcri vale keine Doppclbindungen enlhall, sind sic uncmpfindlich 
gegcn Oxidation, Weiterhin ent hallen die erfinftungsgeniaRen Tctracrherlipidderivale slatl der in Lipiden aus Rubakterien 
und Eukaryonlcn cnihahcnen Lipidesicrbindungen nur Lipidetherbindungen, die auch bei hohcn Proloncnkonzenlratio- 
ncn, wic sie z. B. im Magcn aufrreten, nichl. angegrilTen wcrden. 

[00181 I^ic erfindungscemaBen Tciraelherlipiddcrivale wcrden ini Folgenden genau bcschricbcn. 

10019] Die Cruppcn S und S" konncn glcich odcr verschicden voneinander scin und sind ausgewahh aus den Gruppcn 

-CH2-0(P02)OH 

und 

-A-X'-B-(X-)q-Y 

worin bedeulen: 

A -CONR'-, -COO-, -CH2O-, -CTI2OCO-, -CH2NR^CO-, -CH90CX)NR^-, -CH^NR^COG-, -CH,0(PO^-)0- odcr - 

CH2S', * ■ - V - / 

und X- unabhangig voneinander cine vcrzweigte o<ler unverzweigte Alkylen- odcr Alkenyicngruppe mil 1 bis 20 
Kohlensloffalonien, die Gruppe -COCR^YrCHo),«- odcr die Gruppe -CH->-CH2-NHC(>, 
B -(0(CIT2),n -(NT^ 'COCHN(R' odcr -(NR%, 
Y -H, -NR-R\ -N-^R-R^R^, -OR^ -COR' odcr -SR^ 

R' und R^' 4-1, cine verzweigle oder unverzweigie Alkyl-, Alkylen-, Aralkylen- oder Arylgruppe mil 1 bis 12 Kohlen- 
sloffatoiiien, wobei dieseGruppen mil rmndesiens einer Gruppe Y substiluiert sein konncn, 
R- bis K\ 

R^ und R^ unabhangig voneinander R' oder -(C=N^H2)NH2, 

m 1 bis 5, 

n 0 bis l5iK 

0 0 bis 10. 

p 0 oder 1 und 

q 0 bis 5, 

wobei jeweils einer der Resie R- bis R^, R'' und R*' weiicr einen Liganden umfassen kann, der uber cinen Spacer an das 
Lipid gebunden sein kann. 

[0020] In einer bevorzugten Ausfuhrungslbrni ist A ausgewahil aus den Gruppcn -CONH- und -C}hO(POy~)0-. Wenn 
A -CONW- bedeutel, ist B bevorzugt -(0(CH2)2)„-^ wobei n bevorzugt eine Zahl im Bereich von 3 bis 130 und besonders 
bevorzugi eine Zahl im Bereich von 40 bis 85 ist. 

[0021] Die Gruppen X* und X- sind bevorzugt geradkettige Alkylengruppen niit 1 bis 12, bevorzugi mil 1 bis 6 und be- 
sonders bevorzugt mit 1 bis 4 Kohlenslofifaloiiien. Beispiele fur bevorzugte Gruppen umfassen -(CH2)2-. -(CH2)3- und - 

(CH2)4-. 

r0022] Bevorzugte Gruppen, die dutch R' und R* dargestellt sind, umfassen WasserstotT und Alkylgruppen mil 1 bis 6, 
besonders bevorzugi mit 1 bis 3 Kohlcnstoflatomcn, wie z. B. cine Methylgruppe, eine Ethylgruppc oder eine n-Propyl- 
gruppe, die mit mindestens einer Gruppe Y substituierl sein konnen. Besonders bevorzugte Beispiele fiir die substiluier- 
len und unsubstiiuierlen Alkylgnippcn, die durch R* und R^ dargeslelil sind, umtassen -CH3, -(CT-L)3-N(CH3), und - 

[0023] Bevorzugte Beispiele fur die Gruppen, die durch R- bis R^ R' und R^ dargeslelil sind, umfassen die bcvorzug- 

len Gruppen, die fiir R' genannt wurden, sowie die Gruppe -(C=N*H2)NH2. 

[0024] o isi bevorzugi cine Zahl ini Bereich von 0 bis 3, besonders bevorzugi 0 oder 1. 

[0025] q ist bevorzugi 0 oder 1 . 

[0026J In einer bevorzugten Ausfuhrungsl^bnu der vorliegcnden Erfindung sind und S" unabhangig voneinander 
ausgewahil aus den folgenden Gruppen (I) bis (XU): 
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o 

-C-N— (CH2)2— [O— (CH2)2]n-NH2 
H 



O 

-C-N— (CH2)2— [O— (CH2)2]n— O-CH3 
H 



^ ^Ligand 
-C-N— (CH2)2— [O— (CH2)2]n-N^ 



O 
II 

— CH2— O— P— O— H 
O" 



O 

— GHz— O— P— O— (CH2)2— N^Hj 



O 

II 

-CH2— O— P— O— (CH2)2— N (CH3)3 
O" 



o 

11 ^spacer — Ligand 

— CH2— o— p— o— (CH2)2— n;; 



10065561 A1 I _> 



6 




DE 100 65 561 A I 



o 



o 
II 



-C— N— (CH2)3— N— C- 
I I 
H H 



-CH-(CH2)r 
N(CH3)2 



-N(CH3)2 



O 
II 

-c- 



-N— (CH2)2— N— (CH2)2-NH2 
" (CH2)2-NH2 



O 



:-N— (CH2)2— N— (CH2)2— NH-C=N*H2 



O 
II 

-c- 



" (CH2)2 

NH 
I 

C=NH2 
NH2 

-N— (CH2)3— N(CH3)2 

(CH2)3 

N(CH3)2 



NH2 



o 
II 

-c 



— N — (CH2)4— N— (CH2)3— NH2 



(CH2)3 

NH2 



H 



[0027] Der Spacer isl bevorzugi eine zweiwcrtige Verbindungsgruppe. die durch die folgendc allgcnieine Foriiiel dar- 

gesieUl isl: 

-UrV-W,. 
worin bedeulen: 

U cine Gruppe. die an das Lipid gekoppeli ist. und die ausgewahll is! aus der Gruppe, besieiiend aus -O- -S- -CO- - 
>CONH-, -CSNI^-, -(CN^H2)-, -NH- und ' 

o 

4- 

o 

W eine Gruppe, die an den Ligandcn gekoppeli isi und die ausgewahll isi aus der Gruppe, besiehcnd aus -O- -S- -GO- - 
OCO-, -NTICO-, -NIICS-, -(CNni,)-, -Nil- und ^ ^ , 



V (a) cine vcrzweigiccxlcr unver/.weigic Alkylcnkenc mil 1 bis 30, bevorzugi mil 1 bis 18 und besonders bevor/ugi mil 1 
bis 1 2 KohlcnsiolTaiomen, wobei die KohlcnslolTatonic icilweise durch die Gruppen -S-S-, -CO-, -CH(OH)-, -NHC'O-, - 
CON1I-, Cyclohexylcn, Phenylen, -C(X)-, -OCO-, -S02% -O- <xicr -CI KCH3)- crsei/J sein konncn, und/oder 
(b) cine Polyeihylen/propylenglycolkeile mil mindeslens 3 Eihylen/propylcnglycoleinheiien, und/oder 
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(c) cinc ?olycihylcn/propylcnannnkcllc mil niindcsicns 3 Elliylen/propylcnaiinneinhcilcn, umVocicr 

(d) einc Kohlcnhydraikcuc, und/ocler 
(c) cine Oligopcplidkcllc und/odcr 
(0 eine Polylaclidkcllc, 

r 0 <vk;r 1 iind 
s 0 Oder I . 

|002«) HcvorzLiglc Vcrknuplungsgmppen zwischen Lipid und Ligand sind ini Folgcnden aufgduhrt. 
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65 [00291 worin * eine zweiwcnige Vcrbindungsgnippc isi. Bcvorzugic Bcispicic fUrdie zweiwcnigc \ferbindungsgruppe 
unifasscn (a) cine vcrewcigic odcr unverzwcigic Alkylenkeiic mil 1 bis 30, bcvorzugl mil. 1 bis 18 un<l be.sonders hevor- 
zugl mil 1 bis 12 KohlensiofTalonien, wobei die KohlenslolTaiome leilweise durch die Gruppcn -S-S-, -CO-. -CH(OH)-, - 
NHCO-. -CONH-. C:yciohcxylen. Phenylen, -C0O-. -(X.O-. -.SO,-, -O- oder -(31(CH3)-ersclz! sein konnen. (b) einc Po- 
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lycrhylcn/propylcnglycoTKcllc nn( mincicslcns 3 ItlhylcnApropyicnglycolcinhcilcn, die vcr/.wcigt scin kann, (c) cine P<)- 
I yclhylcn/propylcnaniinkcuc mil mindcsicns 3 lilhylcn/propylcnaiiiincinhciien, die vcr/.wcigl scin kann, (d) cine oligo- 
iiicrc <xicr [^ilymcrc Kohlcnhydralkctic, (c) cine Peplidkcllc. bcvorziigi. cine Oligopcplidkclic mil 5 bis 50 Aniinosaurcn, 
bevor/.ugi mil 5 bis 15 Aniinosaurcn, (f) cine Polylaclidkclic, (g) cine Poly(acrylniorpholin)kcnc, (h.) cine Poly(vinylpyr- 
rolidnn)kcile iind (i) cine Poly(>tcrylnnnd)kcnc. Besondcrs bevor/iigic Bcispicic llir die y.wciwcrligc V;rhin(iiingsgriippe s 
unilassen die Ciruppcn -'a)(CH7)KCO-, -((^=NniV)((:TT.).SS((:TT.).((:=N-'H9)-, -(X)((;nVv,SS(X:n.)sCXK - 
COC:] T(()T T K:T T( ()I T KX)-, -a)( (:T T2)2CCX)(CTT2)2^ 

|0030| Die Malerialien, die verwcndel werden konncn, uni cincn Spacer in die crfindungsgeinaBcn Teiraelherlipide 
cinzuliihrcn, umlassen handclsublich ediallliche Produkle. Beispielsweise konnen die Produkic AliDP (Produklnr. 
22101ZZ), AMAS (Produklnr 22295ZZ), BMIi (PrcKlukinr 2233 1 ZZ}, BMDB (Produklnr, 22332ZZ), BMIT (Produklnr. lo 
22m)7Zl BMOTl (Produklnr, 22323ZZ), BMPA (Prvxlukinr. 22296Z:^), BMPII (Prociukinr. 22297ZZ), BMPS (Pro- 
duklnr. 22298ZZ), BMlPnOb (Produklnr. 22336ZZ), BMIPEOU O^roduklnr. 22337ZZ), DMA (Produklnr. 20663ZZ), 
DMP (Produkl nr. 21666/^), DMS (Produklnr 2070077.), DPDPH (Produklnr 217027^), DSG (Produklnr. 2059377:), 
DSP (Produklnr. 22585ZZ), DSS (Produklnr. 21555ZZ), DST (l^oduklnr. 2()589ZZ), DTBP (Produklnr. 20665ZZ), 
DTME (Produklnr. 22335ZZ), DTSSP (Produklnr. 2 1 578ZZ), EDC (Produklnr. 22980ZZ), EGS (Produklnr. 2 1 565ZZ), 1 5 
EMCA (Produklnr. 223067^.), EMCS (Produklnr. 22308ZZ), GMBS (Produklnr. 22309ZZ), KMUA (Produklnr. 
52211ZZ), LC-SMC;C (l^oduklnr. 223627^), LC-SPDP (Produklnr. 2165122:), MBS (Produkmr. 22311/^), MSA (Pro- 
duklnr 22605ZZ), PMPI (IVodukmr. 28100ZZ), SATA G^rodukmr. 261027:;^), SA'IT (Produklnr. 26100ZZ), SBAP 
(22339ZZ), SIA (Prcxlukinr. 22349ZZ), SIAB (Produkmr, 22329ZZ), SMCC (Produklnr. 22360ZZ), SMPB (Produklnr, 
224167.Z), .SMPH (Pr<xiukinr. 223637^), SMPT (Produklnr. 21558ZZ), SPDP (Produklnr, 21857ZZ). Sullb-BSOCOES 20 
(Produklnr. 21 556ZZ). SuIRkLOSMPT (Produklnr. 215682^) und 'TO\S (Produklnr. 22299ZZ) dcr Fimia PIERC.'E (die 
Produklnunuiicrn wurden deni Produklkaialog 1999/20(X) enlnommen) eingeselzt werden, 

10031 1 Die Gruppen S' und S" konnen Polyelhylenglycolkcllen enihallen. Die Malerialien, die verwendel. werden kon- 
nen, uni Polyeliiylenglycolkctlcn in die erfindungsgeniaBen Teiraelherlipide einzufuhrcn, unifassen handelsiiblich erhall- 
liche Produkic. Polyethylenglycolkeuen werden z. B. mil durchschnilllichen Mohnasscn von 500 g/niol (durchschnill- 25 
iich 11 Hlhylcnglycolcinhciien), lOOOg/niol (durchschnilllich 23 Elliylenglycoleinheiten, 2(X)0g/niol (durchsclinilllieh 
45 Elhylcnglycolcinhcilcn), 3400g/nioi (durchschnilliich 77 Ethylcnglycolcinhcilcn) und 500()g/iuol (durchschnilllich 
114 Eihylcnglycoleinheilen) angebolen. Diese Malerialien werden erfindungsgeniaB bevorzugi verwendel. 
10032] Die Zirkulalionszeil von Liposonicn iiu Blul laBl .sich durch den Einbau von Lipiden mil Polyelhylenglycolkcf- 
ten (PEG-Kelten) erhohen, d. h. Liposonicn, die solche pegyiicrlen Lipide enihallen, haben cine hoherc Lebensdauer in 30 
vivo als Liposomen mil nichi pegyiicrlen Lipiden. Eincrscils wird die Opsonisierung der Vesikel verhinderl und dadurch 
die Erkennung durch das relikuloendolheliale Sysiem. Zuin andcren wird auch die Enlfemung der einzelnen Lipide 
durch HDL-Koniplcxe unierdrlickt. Die PEG-Kcilcn besiizcn vorzugsweise Molgewichle von 2CX)0, 34(X) oder 5000 
Masseneinheilen. 

10033] Es hal sich gezeigi, dafi die Zirkulationszeil am hochslen isl, wenn das pcgylicrlc Lipid gut in der Liposomen- 35 
Menibran verankerl isl. Dabei isi es bevorzugi, daB die Bindung zwischen dem Lipid und deni PEG-Tcil cine hohe Sta- 
bitital besitzi. 

[0034] Uberraschcnderweise hat sich nuniiiehr gezeigi, dass die Zirkulationszeil von Liposomen im Blut durch den Er- 
satz von pcgyHerten Lipiden durch mono- oder bis-pegylierte Tetraetherlipiddcrivaie (TEL-Derivate) signifikant erhoht 
werden kann. 40 
10035] Bevorzugi werden hierfur bis-pegylierte TEL-Derivate bereitgesielli. Der Tciraelher-Grundkorper isl uber Sau- 
reaiiiid-Funktionen mil zwei Molekulen PEG, vorzugsweise der Moimasse 2000, verknupft (II). 
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(0036] Ein solchcs Molekul zeigl auf Grund des menibranspannenden, hydrophoben Telraelher-Grundgerusts cine bes- 
sere Verankening in der Liposonien-Membnin als z. B. die pegyliertcn PE(Phosphalidylelhanoliuiiin)-Lipide. AtiBerdeni 
isl ein Eniremen cines solchen bipoiaren Lipids aus der Liposomen-Mcmbran auf Grund der zweilen, volumindsen, hy- 
drophilcn Koplgruppe zusatzlich erschwert. Die Verkniipfung zwischen deiu TEL-Dcrival und den beiden PEG-Kellen 
erfolgi iibcr relaliv stabile Saureamid-Bindungen. 55 
10037] Durch den Hinbau dieses Lipids laBi sich die Zirkulationszeil von Liposomen signifikanl erhohen. 
[0038] Aliemaii V kOnncn die PEG-Ketlen durch Poly(acryhiiorpholin), Poly(vinylpyrrolidon) oder Ganglioside erselzi 
werden. 

[0039] Bei herkomndichen langzirkulierendcn Liposomen sielli der Verlusi von Targelijpezifischen Liganden ein Pro- 
blem dar Eine Vcrhcsscnjng laBl sich crreichcn, wenn man die Targclspe/ifischen Liganden an die PHG-Endcn der jic- r>0 
gyliencn THL koppell. Denn die TCL-Dcrivale weisen auf Grund der membranspannenden Lipide eine bessere Vcran- 
kerung auf. Dies siclli cincn weileren Voneil bci dcr Vcrwcndung in langzirkuiicrcndcn Liposomen dar. 
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|0040| Die crIindungsgeinaBen Tetrad he rlipid-Ligand-Konjugaie sind hervorragcnd fur zellspczifisches Targeting iiiit 
Hille lang y.irku lie render Liposonien geeignet, 

|<M)4t J Wciierhin sind die erfindungsgcmUBen Tciraciherlipid-Ligand-Konjugaie zur Mcnibranvcrankerung von Lipo- 
pcpiiden mil groBcn hydrophilen Liganden geeignet, dieeinc groBc Tendcnz haben, in die waBrige Phase iiber/.ugelicn. 
[0042] Bcvor/ugie Liganden sind solche, die aus derGruppe, bestehend aus Proteinen, Peptidcn, Vitaniincn, Kohlen- 
hydraten imd Pcptidoininietika, ausgewahll. sind. Das Protein isl. bevorzugt. ein Antikorper, ein Fragment eines Antikor- 
pers (Fab, F(ab)2 oder Fv), Lectin oder ein Apo-Lipoprotein oder ein an einen Zellobcrflachenrezepior bindendes Pro- 
tein. Bei den Pcptiden handelt es sich bevorzugl um Peptide niit 5 bis 15 Aminosauren, Weitere bevorzugte Peptide sind 
EILDV, CDCRGDCFC und CNGRC. Bei den Vilantinen kann es sich um jedes essenlielle oder nicht essenlielle Vitamin 
handeln. Bevorzugie Vitaniine sind Vitamin B12 oder Folsaure, Bei den Kohlenhydraten sind besonders bevorzugl z. B. 
Galactose, Lactose, Mannose oder Sialyl-Lewis-X. ErfindungsgeniaB konnen weiterhin Pcplidoniinietika als Liganden 
cingesetzi werilcn; hicr werden bevoraugt. otvPs-spezifische Diazepin-Dcrivalc oder para-Hydroxybenzoesaureaniid-De- 
rivale vcrwendct. 

10043] Der Ligand kann beispielsweisc eine Peptidsequcnz enthaltcn, ausgewahll aus (^DC?R(iD(T(! (iiber zwei Dis- 
ulfidbrucken cyclisierl), EILDV, CNGRC (iiber eine Disuifidbrucke cyciisiert), -c(RGDfK)- (uber eine Aniidbindung cy- 
clisierl), Peplidsequenzen aus dem Circumsp)orozoiten-Protein und Peptidsequenzen aus Transferrin, 
[0044] In ciner bevorzugten Ausfuhrungsforni sind die Subslituenten und S" an beidcn Enden dcs Tetraetherlipid- 
grundgeriisles gleich. Dies ennoglicht, ausgehend von nalurlichen Tetraerherlipidcn, die Synthcsc ohne zwischenzcitli- 
che Vcrwendung von Schutzgruppen. 

[0045] In cincr andcrcn bcvorzugten Ausfuhrungsfonn sind die Substilucntcn und S" an beidcn Enden dcs Tctracl- 
hcrlipidgrundgcrustes verschieden, Besonders bevorzugte Ausfiihrungsfonnen umfassen solclie, in denen (a) eine ka- 
tionischc Gruppc und S" einen Liganden umfassl, (b) S eine neutrale Gruppe undS" einen Liganden unifassl und (c) S' 
eine anionischc Gruppe und S" einen Liganden umfasst. Diese Bifunktionalital der erfindungsgeinaBen Tetraelherlipid- 
derivaie, die die Anbindung eines moglicherweise fur das "Targeting" veranlwort lichen Liganden drauBen und einer 
Substralbindungsslelle ini Inneren eines Liposonis ennoglicht, eroffnet ungeahnte therapeutische Moglichkeiten. 
[0046] Die vorliegende Erfindung stellt ebenfalls eine Zusammensetzung bereit, enlhaltend zwei, drei, vier, funf oder 
inehr der erfnuiungsgeniaBen Tetraetherlipidderivate und gegebenenfalls physiologisch vertragliche Zusatzstoffe. 
[0047] Die erfindungsgemaBen Tetraetherlipidderivate werden bevorzugt aus naturlichen TeU-aetherlipiden hergestellt, 
die z. B. aus Archaebakterien isolierbar sind, Wie bereits erwahnt, treten in den aus naturlichen Quellen isolierten Teira- 
elherlipiden in cineni gewissen Uinfang Penlazyklen innerhalb der Dibiphytanylketten auf. Das AusmaB der Pent azykli- 
sierung kann durch die Zuchtungstenipcralur beeinfluBt werden. Nonnalerweise finden sich 0 bis 8 Penlazyklen pro Te- 
traethergrundgerusl, wobei bei einer Zuchtungstemperatur von 39° die meisten Lipidmolekiile zwischen 1 und 5 Penla- 
zyklen aufweisen, wahrend bei einer Zuchtungstemperatur von 59^ iiberwiegend 3 bis 6 Penlazyklen beobachtet werden. 
Die foigende Tabelle gibl Auskunfl uber die Verteilung der Pen lazy klisierung in Telraclherlipiden aus Theniioplasuia 
acidophilum bei einer Zuchtungstemperatur von 39°C bzw. 59^C: 



Anzahl der Pentazyklen 


%-Anteil bei Zuchtungs- 
temperatur von 
39' 


%-Anteil bei Zuchtungs- 
temperatur von 
59'C 


0 


5,5 ± 0.5 


6.6 +0,5 


1 


17,3 + 0.4 


9.2 + 1.2 


2 


23.0 + 4.0 


9.4 +0.05 


3 


23.4 + 0.5 


17.1 + 1.4 


4 


14.8 + 1.3 


19.0+1.3 


5 


10.8 + 1,0 


21,6 + 0,3 


6 


3.6 + 0.0 


11.7 + 0.2 


7 


1.2 + 0.5 


4.7 + 0.3 


8 


0.5 + 0.4 


0,8 + 0.3 



10048] Die erfindungsgemaBen Tetraetherlipidderivate konnen z. B. aus dem Gesamllipidexirakt von Archaebakterien, 
z. B. deni Gesamllipidexirakt. des Archaebakieriunis Sulfolobus acidocaldarius, dem Gesamllipidexirakt des Archacbak- 
teriunis Sulfolobus solfataricus oder dem Gesamllipidexirakt dcs Archaebakieriunis Thennoplasnia acidophilum, ge- 
wonnen werden. Sulfolobus acidocaldarius wurde 1972 in heiBen Schwefelquellen im Yellowstone National Park eni- 
deckt. Dieses Archaebakicrium wachst zwischen 60 und 90'*C, bei einem Tbmperaturopiimum von 78X'. Die begrenzen- 
den pTT-Wcne fur das Wachsluni liegcn zwischen 3,0 und 3,5, wobei das Optimum bei 3,3 iiegt. Sulfolobus acidocalda- 
rius wiichsl optimal unter mikroaerophilen Bedingungen, d. h. daB nur eine geringe SauerstolTkonzcniration im Medium 
loleriert wird: zu hohe 02-Konzcntraiionen wirkcn toxisch. Sulfolobus acidocaldarius isl I'iakullativchemoliihotroph und 
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bc/.ichi dahcr seine lin^Tffc in naliirlichen TTabilaien aus dcr Oxidation von elcnicniareni Schwefel. Da Sullblobcn audi 
organoihroph wachsen konncn, wird dicsc Vonw der Hmahrung furdic Kulii vicrung angcwcndcl. Sulfolobus acid<xralda- 
rius enlhall in seiner Zcllnicnibran Telraclhcrlipidc» die nur bci Archacbaklerien vorkonniicn. Die 'leiraclheiiipide ver- 
niilleln bcsondere Eigcnschal icn wie pH- und lenitxiraJ ursl abiliial der '/cllcn, die das Lebcn dcr Baklcricn unlcr dicscn 
Bedingiingen ersl nidglich njachcn. 5 
100491 Die Ausgangsverbindungcn, die /.ur Herslcllung dcr crfindungsgcniaBen Tclrdcihcrlipiddcrivalc vcrwcndcl 
werdcn (z, B. mil Saurcchloridgruppen odcr mil Hydroxynicihylgmppcn iiKxlifizicnc Telraclhcr), konnen unlcr An wen- 
dung herkoniiiilichcr Verfahren aus dcni GesainilipidcxirakI von Archacbaklerien erhallen wcrden. Solchc Verlahren 
werdcn z. li. in der WO A-97/3 1 927 und in dcr 13Ji-A-197 36 592 bcschricben. 

10050] Die Ausgangsverbindungcn, die zur T-Tersicllung dcr crlindungsgcinaBen Teiraeiherlipiddcrivaic verwcn<!ci lo 
werdcn, konnen nalurlich auch synlheiisch hei^estcUi werdcn. Bntsprechende Verlahren werdcn in T, Eguchi el al., J. 
Org. Chein. 1998, 63, 2689-2698; K. Arakawa ci al., J. Org. Chcni. 1998, 63, 4741-4745; sowie in T, Eguchi et al 
Cheni. Rur. J. 200(), 6, 335 1 -3358 beschrieben. 

[00511 Die erfindungsgeniaBen Liposonien und Lipidagglonicralc enlhallcn ein odcr niehrere der zuvor beschriebenen 
Telraeiherlipidderivale. Die Liposoinen bzw. Lipidaggloinerale konnen dabei ein oder ii»ehrere Schichlen, jeweils enlhal- 15 
lend eine oder niehrere dieser Telraethcrlipidderivale, uinfassen. 

10052] Verl'ahren zuni Herslelien von Liposonien sind allgciiiein bekannL Generell wiixi dabei das zur Praparation der 
Liposonien vorgcsehcne Lipid zunachst in eineiii organischcn Losungsiniiiel geldst und dutch Evaporaiion ein Lipidfilin 
gebildcl, Der Lipidfilui wird gut getrocknel, uni sanitliche Losungsnntleb-cslc zu ent femen. AnschlicBcnd werdcn die Li- 
pide dieses Fibnes in eineni geeignclen Puffcrsysleiii rcsuspendierl. Fiir inediziniscbpharmazcuiische Zwcckc eignel 20 
sich z. B. physiologischc Kochsalzlosung, pll 7,4, jedoch sind andere PulTersyslenie (z. B. Mcllvaine-Puner), oder un- 
gepufferle Losungen, wic z. B. ungepulYerle Kaliuni- oder Natriunichloridlosungen, ebenfalls verwendbar 
[0053J Durch Schulleln niit der Hand konncn zunachsi groBe niuhilaiiiellare Vesikel mil einer GroBenvcrleilung ini 
piii-Bereich gebildcl wcrden. Die Bildung dieser Vesikel kann durch Vcrwendung von zwei Glaskugeichen und/oder ci- 
nes ULlraschallbades mil geringer Schailinlensilal erleichleri werdcn. 25 
100541 Fur die Praparalion von unilaniellaren Liposonien definierler GroBe werdcn tolgende Melhoden als fiir die Her- 
slcllung von Liposonien aus erfindungsgeniaBen Tclraclhcriipiddcrivalcn fiir gccignci gchaltcn: 

(a) Ulu-aschallbehandlung: Die Suspension niullilaiiiellarer Liposonien wird bei 20 kHz 5 Minuten beschalli (Bran- 
son Soniler B 15). Es bildcn sich Liposonien niii eincni Durchniesser uni 5()0 nni. 30 

(b) Extrusion durch cine French Druckzclle: Die Suspension niuUilaiiieliarer Liposonien wird bci 16(X)0p. s. i. 
vienuaJ in dcr French Druckzellc extrudiert (SLM-Aniinco Inc., Urbana IL, USA). Es bilden sich Liposonien mil ei- 
neni Durchniesser um 120 nni. 

(c) Extrusion durch Polycarbonalfilter: Die Suspension niuhilaiiieUarer Liposonien wird durch Poiycarbonatfilier 
definierler PorengroBe extrudieri (LiposoFasi'", Avestin, Ottawa, Kanada), Bei Verwendung von Filtern mil. einer 35 
Porengrofk* von 100 oder 200 nin entslehen Liposoinen, die in der GroBenverteilung geringfiigig oberhalb der Po- 
rengroBe liegen. Die Extrusion durch Filler dieser geringcn PorengroBe kann gleichzeilig als Slcrilfillralion dienen, 
sofern alle sonsligen Vorausselzungen fur eine Slerilfiltration (z. B. exakte Trennung der unslerilen und sierilen Sei- 

ten der Filu-ationsapparatur) eingehalien werden. Uin die eigenlliche Filtration zu erleichlem, konnen einige \brbe- 
reitungen getroflen werden: 40 

(ca) Die Suspension mullilaniellarer Liposonien wird bei 20 kHz zwischen 1 und 5 Minuten beschallt (s. (a)) 

(cb) Die Suspension mullilaniellarer Liposonien wird 1-3 nial gefroren und wieder aufgetaut. 

(cc) Die Suspension niultilanicllarer Liposonien nach (ca) oder (cb) wird durch einen Poiycarbonatfilier von 
600 bis 800 nm PorengroBe vorfillriert. 

45 

[0055] Iiri AnschluB an die Ullraschallbehandlung bzw. Exu-usion konnen die Liposonien in einer Eppendorfzenlrifuge 
3200 10 Minuten zenlrifugiert werden, um nichlliposoniales Material zu entfemen. Intakle, geschlossene Vesikel bleiben 
im Uberstand. 

[0056] Liposonien konnen weiier durch Deiergenzsolubilisierung init anschlieBender Deiergenzdialyse hergestellt 
werden. Dazu wird zunachst wie oben beschrieben ein Lipidfilin gebildet. Dieser wird in eineni deterge nzJialtigen Puf- 50 
fersyslem suspendiert (Bcispiele dialysierbarer Detergenzien: Ociyl-P-D-GIucopyranosid oder Octyl-P-D-Thioglucopy- 
ranosid). Das niolare Veriialtnis (TEL-Dcri vat : Detergenz) sollte bei den genannten Detergenzien zwischen 0,05 und 0,3 
liegen und die PulTernienge so berechnet sein, daB sich spaier eine Liposonicndispersion mil maximal 15-20 mg Lipid 
pro ml Puffer ergibl. Durch Schutteln mil dcr Hand werden Mischniizellen aus Detergenz und TEL-Derivat gebildet, 
[0057] Die Suspension der Mischmizellen wird nun in Dialyseschlauchc, z. B. in eine Lipoprep®-Dialysezelle oder in 55 
eine Mini-Lipoprep® Dialysezeile (Diachenia AG, Langnau. Schweiz) ubcriragen und bei KV 24 Stundcn dialysierl. Bci 
Enizug des Detergenz durch die Dialyse bilden sich aus den Mischmizellen Liposonien von etwa 400nni Durchmesser. 
[00581 Die Liposomen-Praparalion kann in einer Eppendorfzenlrifuge 32(X) 10 Minuten zenlrifugiert werden, uni 
nichtliposoniales Material zu entferncn. Iniakic, geschlossene Vesikel bleiben im Ubcrsiand. 

[0059] Fine bevor/.ugies Prolokoll einer Liixisomen-Praparation durch Delergcnz-Dialyse, bei dcm Detergenz Na- do 
Irium-Cholat verwendel wird, ist in den Beispielen beschrieben. 

[0060] Li}X>somcn, die uberwiegcnd die erfindungsgeniaBen TEL-Dcri vale enlhalten odcr deren Lipidschicht 100%ig 
aus TEL-Derivaten besieht, haben sich dabei als auBergcwohnhch siabil, nahezu unbcgrcnzt lagcrfahig und protonen- 
undurchlassig erwiesen. Ihre LipiddoppeLschichten sind rigider. Fur vide Anwendungen, darunier die Foniiulierung von 
Phaniiazeuiika mil saurelabilen WirksiolTcn, und die Transfckiion von Eukaryonienzcllcn, siellen reine TEL-Deri vat-Li- 65 
posonien dahcr das MiUcI der Wahl dar. 

(0061] Als vorleilhafi liat sich auch die Herslcllung von Liposoinen erwiesen, die ncben cinem Anieil von TEL-Dcri- 
vai iibliche Doppclschichi-bildendc Phospholipide cnihalien, Auch durch ihre Lipiddoppclschichlcn sind rigider und we- 
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nigcr durchlassig als (ii^^konuulichcr T.iposoincn. Die TTerslellung von MisclTnTposoincn crfolgi analog dcr TTcrslcl- 
lung von rcincn 'niT.-Dcrival-Liposoiiicn. licvor/.uglcDoppelschichl-bildcndc Phospholipklc, die crnndungsgcniUB vcr- 
wcndc! wcrdcn, unitasscn Doppclschicht-bildcndc kalionische, nculralc odcr anionischc Lipidc. Bcispiclswcisc konncn 
die crnmlungsgciuaGcn Liposoincn und Lipidagglonicratc das kalionische Lipid DO TAl^ (Roche Diagnosiics, Dcuijx:h- 
S land) und/oiicr DOSPF-K® (Roche Diagnosiics, Deiilschland) und/oder DOChol® cnHiahcn. In eincr weilcren bevor/.ng- 
icn Ausruhrungsforincnihallcn die erfindungsgemaBen Liposoincn und Lipidagglomcralc die nculralcn Lipidc Phospha- 
lidylcholin und/oder Phosphalidylethanolaiiiin und/odcr Phosphalidylglyccrol und/oder Phosphalidylserin un(i/odcr 
Phosphaiidsaure und/odcr Choicslerin und/oder Sphingomyelin. 

|0062| Das CJcw.- Verhallnis von lelraclhcrlipiddcri va! zu weilcren Lipidcn in den crlindungsgcinatJen 1-iposonien und 
10 Lipidagglonieraien bctragi bevorzugl 5 : 1 bis 1 : 100. 

(00631 Die erfindungsgemaBen Liposoincn und Lipidagglonicratc konnen weilerhin Nuklcinsaureniolekulc und/oder 
Nuklcinsaurcniolekul-analoge Verbindungen (wie z. B. Phosphorothioal) und gegcbenen falls Polykationcn cnlhallen. 
Bevorz.ugle Polykationcn unifassen Polyethyleniniin, Poly-Lysin und Protauiin. 

[00641 Die erfindungsgemaBen Liposomcn einschlieBlich der Mischiiposonien sowie die Lipidagglomcralc cinschlieB- 

15 lich der Mischaggloiiieratc konnen als Transportvehikel fur Nukleinsauren und/oder kosnielische und/oder pharnia/cu- 
lische Wirksloffe dicnen. Phannazeutische Wirksroffe konnen z. B. Aniibiolika, Cyioslalika odcr Wachsluiiisfakioren 
sein. Die phaniiazeuiischen Wirksloffe konnen synlhetisch odcr rekonibinanl. hergcslelli werden. Sic konnen wcilere 
Modifikaiioncn aufweisen, wie z. B, Glykosylierung, Aceiylierung odcr Amidierung. "Mischiiposonien" und "Misch-Li- 
pidagglomcratc" uiufassen zusaizlich herkoiumlichc Phospholipide. Die erfindungsgemaBen Liposoincn und Lipidag- 

20 glonicrale crmoglichcn daruber hinaus einen zielgerichicten Gentransfer bzw. einc ziclgerichtele Wirkslofliibgabe. Dazu 
wcrdcn Nukleinsauren, z, B. DNA- odcr RNA-Sequenzcn, die (}enc odcr ( Icnfragnicnic cnlhallen und in lincarer Form 
Oder in Fomi von circular geschlossenen Vektoren, die weileres gcnetisches Material cnlhallen konnen, vorliegen, odcr 
aber phannazeulische odcr kosnielische Wirksloffe in reine TEL-Liposomen oder Mischiiposonien, reine Lipidagglomc- 
ralc und Mischaggloincralc vcrpackt und den Zielzelien in vilro oder in vivo zugcselzl. Wenn die Liposomcn mcinbran 

25 bzw. y\ggloineraiobernache daruber hinaus z. B. Anlikorper cnthalt, fur die enlsprechcndc Proleinc auf den mil der The- 
rapie i.u erreichendcn Zellcn vorhandcn sind, so wird durch den Konlakl zwischen Anligcn auf dcr Ziclz:cllc und Anli- 
korper in dcr Mcnibran dcs erfindungsgemaBen Liposomes bzw, Agglomcralobcrflachc ein Koniaki zwischen Liposom- 
bzw. Agglonieraioberflache und Zielzelle getordert.. Glciches gilt fur die anderen zuvor erwahnten Liganden, die mil 
Subsianzcn auf dcr Ziclzelloberflache rcagiercn konnen. 

30 100651 Die erfindungsgemaBc phannazeulische Zusammensclzung enlhall die zuvor bcschriebenen Liposomcn odcr 
Lipidagglomcralc sowie ein physiologisch vertragliches Verdunnungsniiiicl, 

[0066J Die vorliegende Erfindung slcllt ebenfalls ein in vilro-Transfeklionskit bereit, das die erfindungsgemaBen Lipo- 
somcn und/oder Lipidagglouierate sowie geeignete Puffer enlhalL 

[0067] Die crfindungsgeniaBen Liposomcn odcr Lipidagglouierate konnen zuin Herstellen eiiies Medikamenles fur die 
35 Gcntherapie an Saugem verwendet werden. 

[0068] Die erfindungsgemaBen Liposomcn oder Lipidagglonicratc konnen ebenfalls zur Transfekiion cukaryontischcr 
2^11en in vilro verwendet werden. 

10069] liine weitcrc Ausllihrungsform der Erfindung betritft die Verwendung dcr erfindungsgemaBen Liposomcn oder 
Lipidagglouierate zum Verpacken von Wirkstoffen fur die orale, enlerale, parcnlerale, inlravenose, inlraniuskulare, in- 
40 iraarlikularc, lopische, subkuiane, pulmonale oder inlraperiloncale Applikation. 

[0070] In ciner weilcren erfindungsgemaBen Ausfuhrungsfonii dicnen die erfindungsgemaBen TEL-Dcrivale in reiner 
Fonii odcr als Bestandleil von reinen oder gemischlen Liposomcn oder Lipidagglonieraien als Grundlage fiir die Herstel- 
lung niedizinischer Salben oder Hautcremes. 

[0071] Die erflndungsgemaBen Tetraelherlipidderivate und Zusammenselzungen konnen zum Beschichlen von Ober- 

45 flachen, insbesondere von Metall- oder Kunstsloffoberflachen, verwendet werden. 

[0072] Tcuracthcrlipidc lasscn sich als nionomolckulare Schicht kovalenl an Obcrflachcn (z. B. Slcnls, Implanialc) 
koppeln. Beispiclc fur solche Verfahren werden in der WO-A-97/3 1927 beschrieben. In dcr monomolckularen Schicht 
konnen hydrophobe Wirksloffe wie in cine Membran eingeschlossen wcrdcn, Weilerhin lasscn sich Wirksloffe an die hy- 
drophilen Kopfgruppen koppeln. Die nach diesen Moglichkeiten niit WirksiotTen bcladenen Obcrflachcn geslalten die 

50 langsanie und konlinuierlichc Wirkstoff-Freiseizung iiber langere Zeitraume, Hierdurch laBt sich beispielsweise die Ver- 
iraglichkeil von beschichlelen Slents oder Implaniaien erhohen. 

[0073] Beispiele fur zii bcschichlende Oberflachen iimfassen oxidische Obcrflachcn (z. B. Oxidschichien auf Tiian), 
Keraniikoberflachen, Halbleiteroberflachcn, Glasoberflachcn, Glaskohlensioftoberflachcn, CcUulosclblicn (die Kopp- 
lung erfolgl uber Cyanurchlorid-Akiivierung und -Kopplung), GoldobernUchen (die Kopplung erfolgi ubcr SH-Gruppcn 
55 (enl.wedcreleklrocheniisch oder z. B. iiber Iniinolhiolan (Milsunobu-Reaklion)) sowie Polymcroberflachcn, wie z. B. Po- 
lyurelhanoberttachcn, ibnonoberttachen, l^olyslyrolobcrllachcn, Polyacrylharzobcrllachcn (Kopplung jc nach rcaktiven 
Gruppen auf dcr Polynicroberflache). 

10074] Die folgcnden Abbildungen und Beispiele crlaulern die Erfindung. 

60 Bcschreibung der Abbildungen 

[00751 Die Abb. 1 bis 3 zeigcn das Masscnspcklrum (MALDI-TOrO, das 'H-NMR-Spcklrum (CDCI3, 270 MHz) und 
das '^C-NMR-Spcklrum (ClKn3, 68 MHz) der Verbindung H. 

[0076) Die Abb, 4 und 5 zeigen das Masscnspcklrum (ESI) und das IK-Spcklrum (NaCl) von Verbindung IV. 

65 [00771 Die Abb. 6 und 7 zeigcn das Masscnspcklrum (HSl) und das IR-Spckiruni (NaCl) dcr Verbindung V. 

10078] Abb. 8 zcigl die Tiigcbnisse der ParlikelgroBcnbeslimmung fiir IJposomen, cnlhallend Verbindung V. 

10079] Die Abb. 9 und 10 zeigcn das 'H-NMR-Speklruin und das Masse nspektruni (FD) dcs di-BOCJ-TREN. 

[OOSOJ Abb. 1 1 zcigt das Masscnspcklrum dcr lk)c-gcschulzien Verbindung DC. 

14 



BNSOOCIO: <DE_10065S6lAlJ.> 



DE 100 65 561 A I 



[0081 1 Die Abb. 1 2 iinTl3 y.cigcn das Massenspcklruin (DHl) unci das rR-Spcklruin (NaCi) ilcr Vcrbindung XL 
I0082J Abb. 14 zeigi die Iransfcklion von CHO-/clIcn mil l.iposoincn, cnihalicnd Vcrbimlung XT. 
|(H)83] Abb. 15 zcigi das Massenspekiruni (FD) dcr Boc-gcschul/Jcn Vcrbindung XU. 

Bcispiel 1 5 

Fcrnienlation von Sulfolobus acidcxraldarius 

|00H4| Hoi dcr Feniientalion von Sullblobus acidocaldarius gehl man Iblgendermaticn vor: 

|(M)85J Zur Kullivierung der Vorkuiiur wird dicse luit eincm Aiiquoi aus cincr Glyccrinkuliur, die bei 80'X: gelagen lo 
wird, angcinipll. Dicse Vorkuiiur wird dann bei 125 Umdrehungen/Minuie, 78"C, pll = 3,3 fur ca. 50 Slunden im Schut- 
telbad geschullelt. 

[00K6] Mil dicser Vorkuiiur wird nun der Femienler angeimpfl, der sterilcs Medium enl.half. Tm Feniienter wird ein 
Sauersloffpartialdruck von 2if% eingeslelll, der wahrend der ganzen Fennenlalion konsianl. gchallcn wird. Die Tempera- 
lur und der pH-Wen entsprechcn den Werten der Vorkultur und bleiben ebenfalls wahrend der Fennenlalion konsianl, 15 
10087] Nach 24 Stundcn Fermeiitationszeit bei diesen Bedingungen beginnt eine kontinuierliche Zudosierung von 
Nahrslofl'cn (Hefeexlrakl und Proteinhydrolysal) bis zuin Ende der Fermenialion. Diese Zuiullerung soi^;l fur eine kon- 
sianl opiiiiiale Versorgung der Bakierien mil Nahrsiollbn. Das bewirki schnelleres Wachsium und eine hohe Bioiiiassc- 
ausbculc. Die Fermenialion isl nach ca. 50 bis 60 Slunden beendel. 

1 0088] Das Mcdiuni wird nach Bccndigung dcr Fennenlalion auf Rauinlenjpcralur abgckuhll und die Biomassc durch 20 
eincn Scparalor vom ubrigen Medium abgelrennt. Diese Biofeuchlniassc wird anschlieficnd millels (Jefriertrcxrknung 
weilgehend wasserlrei gemachi. Das daraus erhallene Lyophiiisat isl nun Ausgangspunkl fiir die darauf folgenden Auf- 
arbeilungsschritte zur Isolierung der Tetraelherlipide. 

Beispiel 2 25 
Gewinnung von Tclraelherlipiden aus Sulfolobus acidocaldarius 

1) Exlrakiion der Lipide aus Sulfolobus acidocaldarius 

30 

I0089J 53^ g Lyophilisal wurdcn in 3 Ansalzcn zu je ca. 18 g cxlrahieri. 

[00901 l^ie gefriergclrockncle Zellmasse wurdc fein gemorserl, in eine Extraklionshulse gefulll und mil Glaswolle ab- 
gedecki. Die Exlrakiion erfolgie in einer 150 ml-Soxhlell-Apparalur mil 300 ml CHCh/McOH (1 : 1) (500 ml-KoIben) 
unier N^-Ballon. Aus der braunlich klaren Exlraktioiislosung fiel ein Teil der Lipide aus. Einmal laglicli wurde die Lo- 
sungsmillelnicnge kontroUiert und bei Bedarf nachgefulll (ca. 50 nil alle 2 Tage). Nach 100 bis 120 h wurdc das Lo- 35 
sungsmillel am Roialionsvcrdampfer entferni und die exlrahicrte Mcnge beslimnil (3,14 g, 5,9%). 

2) Hydrolyse der Lipide aus Sulfolobus acidocaldarius: 

10091] 3,14 g Lipid-Rohexlrakl wurden - mit 350 ml MelhanoI/37%H(:i (4:1) verselzl und anschlieGcnd 48 h unier 40 
RucklluB erhilzt. Danach wurden 35 ml 37%HC1 zugegeben und weiiere 60 h erhilzl. Der Niederschlag wurde abfilirierl. 
Das Fillrat wurde mit 150 ml CHCI3 exlrahiert und die salzsaure Phase noch zweimal mil je 100 ml CHCl,v Die vereinien 
organischcn Phasen wurden bcnulzl, urn den abfillrierlen Niederschlag zu losen. Nach Ablrennung von restHchem Was- 
ser wurde iiber Na2S04 geirocknei und das Losungsmiitel enlfernl. Es wurden 1,90 g (60%) Hydrolysat erhallen. 



GCTE: Glycerol-dialkyl-caldilol-lelraether 

(00921 Ca. 55,3% der Chlorofonn-loslichen Antcile des hydrolysierien Gesamllipidexlrakls werden mil CHCh/MeOH 
= 95 : 5 eluicn . 
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[00931 Beide Verbindungen konnen als Geniisch vorliegen. 

DGTE: Glycerol-dialkyl-glycerol-letraeiher 

[0094] Ca. 17,1% der Chlororonii-loslichen AntcilcdeshydroIysienenGesaiiillipidextrakts werdeninitCHCl3/El20 = 
9 : 1 eluieri. 



HO, 




100951 Durch Glycolspallung kann dcr GCre enlsprechend der erslcn Slrukiurfomiel in den DGTH uiiigewandeli war- 
den , 



Diinnschichl-Chronialographic (Kicselgcl Si 60) 



6:> 



CHClVEioO = 9:4 
DGTE Rr= 0,17 
(;CTERf=0/)0 
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CTlCIVMcOII = 9:5 
IXiTR R, = 0,80 
GCTERr=0J9 

3) SiUilcnchroniHlogr:*phic 
Aufbau der Saule 

80 X 4 cm: 
0,5 cm Secsand 

61 cm Si 60 ( 0 0,063-0,200), 400 g (770 ml) 
1 cm Celile 
1 cm Seesand 
Glaswollc cxler Fritic 

[0096] Das Kicselgel wurde gequollcn in CHCr^/EbO (9 : I). 15 
[0097] 3,0 g Hydrolysal wurdcn in 10 ml CTICI3/EI2O (9: 1) gelosl und aufgetragen. 20 ml Laufmiltel wurde zum 
Nachspulen verweodet, Dann wurde mil CHCI3/EI2O (9:1) chronialographiert. 

Verlauf der Chroiualographie 



10 



Rf 


Rf 


Laufmittel- 


Menge 


Anmerkung 




CHCIa/EtzO 


CHCIa/MeOH 


verbrauch 








9/1 


9/1 








25 


urn 0.9 


urn 0.9 


400-500 ml 


ca. 100 mg 


orangefarbener Ring: 








C/E (9:1) 




mehrere orange Bakteri- 


30 










enfarbstoffe. die in 3 Frak- 










tionen aufgefangen war- 












den. 


35 


0,6 und 0.4 






je < 10 mg 


wahrscheinlich offenkettige 












Lipide 


40 


0.2 


0.7 


2000-2400 ml 
C/E (9:1) 


200-300 mg 


brauner Ring: 
6,7-10% DGTE 



Unisiellung dcs Laufmitleis auf CHCb/MeOH (9 : 1) 



<0.1 


0.6-0,3 


1400-1700 ml 
CM (9:1) 


0-300 mg 


hellbrauner Ring: 
Produkte unvollstSndiger 
Hydrolyse, die hauptsSch- 
llch GCTE und fast gar 
kein DGTE enthalten 


«0 


0.2 


1750-2000 ml 
C/M (9:1). 
2000-4070 ml 
C/M (4.1) 


1200-1300 
mg 


brauner Ring: 
ca. 40% GCTE 



45 



50 



55 



6»^ 



65 



[0098| Die in den folgenden Beispielen verwcndelen Ausgangsverbindungcn konncn aus den gcwonncnen Tclracihcr- 
lipidcn unicr Anwcndung bckannier Vcrfahrcn erhaiicn wcrdcn. Solchc Vcrfahren wcrdcn z. B. in der WO-A-97/31927 
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und in dcr DE-A-197 36^2 bcschricben. 

Bcispiel 3 

Hcrstcllung von Tclracthcrlipiddcriviiten 
3.1 Synlhese von Bis-(Mclhoxy-PEG)- Tclraelhcr (11) 



10 a 




MeO-PEG-NH, 



15 



20 



25 



30 



40 



45 



50 



DGTE 



Bis-(Methoxy-PEG)-Tetraether 



(0aS>9J Ca. 9,6 ing (7,1 jjmol) DGTE-Disaurechlorid werden unler Ruhren und Siicksloll mil einer Losung von 
34,1 iiig (17,1 pniol) MeO-PHG-NH2 (MG = 2(X)0) in LlOnil Dichlonnethan vcrsctzi. Solbrl danach werden 50^1 
(36,3 nig, 358,7 pinol) Triethylaniin zugegeben und 24 h geruhrl. Alles Fluchtige wird in einc Kuhiralle (llussiger Slick- 
slofO kondcnsien. Der RQcksland wird auf Kiesclgcl 60 (0,040-0,063 nun, 13 g, Laulinitlcl: Chlorofonu/Methanol = 
80 : 20) chroniatographiert . Die das Prociukt enthaltenden Fraktioncn werden vcreinigl und auf Kiesclgcl 60 
(0,040-0,063 mm, 39 g, Lautiniltel: Chlororonn/Methanol = 95 : 5) rechroniatographieri. Man crhalt 26,6 nig 
(5,01 pniol, 71%) des zwcifach pegylierien Telraelhers. 

Analytik 

Diinnschichlchronialographic (Kiesclgcl 60) 

Laufniiltei: Chlorofonii/Melhanol = 80 : 20; Rt = 0,83 
Anfarbung: Schwefelsaure-Rcagenz (braun-schwarzer Fleck) 

^H- und '^C-NMR-Spekiroskopie 

[0100] Die Integration der Eilier-Proionen gegen die Aikyl-Protonen ini ^H-NMR-Spektruni (270 MHz) zeigt, daB 
zwci PEG-Kciien pro Tetraelher-Makrocyclus gebunden sind: 
theoretisches Verhaltnis = 363/144 = 2,52 
cxperinienicll bestininites Verhaltnis = 2,56 
ausgewahlie ^^C-NMR-Daien: 

6"C (67,9 MHz, CDCI3) = 170,7(-CONH-), 70,6 (-O-CH2-PEG), 72,0, 70,4, 70,0, 69,9, 69 J (weitcre Ether-C), 59,1 (- 
CONH-CH2-). 

Massenspeklronieirie (MALDI-TOF-MS) 

10101] Das Massenspektruni zeigt einen Satz von aquidistanten Linien mit eineni Abstand von 44 Masseneinheiten 
(Eihylcnoxid-Einheit). Die Verteilung der Hohen dieser Linien enisprichi einer Gauss- Verteilung. Das Zentruni liegl ca. 
bei ni/z = 5335. Die Grenzen liegen bei ni/z = 4586 und 6215. Die Linien lassen sich als Addukle des zweifach pegylier- 
ien Telraelhers (4 Pentacyclen pro Tctraether-Makrocyclus) niit Natrium erklaren. Aus dem Zentrum bei ni/z = 5335 er- 
gibi sich, daB die PEG-Kelten iin Mitiel aus 44 Elhylenoxid-Einheiien (n = 44) bestehen. Die niitllcre Molniasse fiir die 
Verbindung belragi soniit MG = 5313,0 g/inol. 

101021 L)as Massenspektrum (MALDI-TOF), das •H-NMR-Spekiruni (CDCI3, 270 MHz)unddas ^^C-NMR-Speklrum 
(C'DCln, 68 MHz) der Verbindung 11 sind in den Abb. 1 bis 3 gezeigt. 



55 HO- 



3.2 Synlhese von DGTE-P (IV) 
POCI3 



Wa 



O— P— o — I 
© OH — O 



-O — I 



OH 

II 

o ^ 
Na 



DGTE 



DGTE-P 



6S 10103] 102 nig (78,7 pnio!) DGTE werden in 7(X)m1 wasserfrciem Tcirahydrofuran gelosi und unier Schuizgas mil 
36.3 |j1 (45()jjniol) wasscrfreicni Pyridin vcrsclzl. Bei 0"C werden tiber einc Spril/c tropfenwcisc (inncrlialb 5 niin) 
16,5 pi (180 piiiol) Phosphorylchlorid in 2(X) pi Tcirahydrofuran zugegeben. Der Ansalz wird 3 h bei 0**C gcrlihri, mil 
800 pi einer MV/o Nalriunihydrogcncarbonailosung vcrsclzl und wcitcrc 15 min gcriihrt. T Jnier Eiskiihlung wird der An- 
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reUPpIT = 0 gebrachl. Die waBrigc Phase wird 10 inal nnl^k) 



sal/, lait 10% Sal/.saur(^liPpIT = 0 gebrachl. Die wafirige Phase wird 10 inal mil OiTororonu/Mclhanol (2:1) cxlrahicr(. 
Die vcreinigien organischen Phasen werclen liber Nalriunisuiral geirocknel und das Losungsnnliel wird iin Vakuuiii enl- 
femi (Rohausbculc: 98,7 nig). Der Rucksland wird zwcinial uber Saulenchronialographic an Kicselgel gcreinigl (15 g 
Kiesclgcl 60 (0,()4() -0,063 nun; Laufniillcl: C:hlororonii/McthanolAVasser/37% Nlh (60 : 34 : 5, 5 : 0,5)). Das Produkt. 
wird in CIICIi/MeOTT (2 : 1) und 14%igcr Salzsaurc in Wasser aufgcnoiimien und fiinfnial mil Chlorofonn/Melhanol s 
(2 : 1) cxlrahierl. Die vereiniglen organischen Phasen werden iibcr Nairiunisulfal geirocknel, das Losungsniillcl wird ini 
Vakuuni enlfemi und dcr fcsic, leicht gclbliche Rucksland wird aus Chloroforai und ('hloroforni/Meihanol (2:1) urnkri- 
slallisicrl. Es werden 23 mg (20%) DG'fE-P als farbloser, kristalliner Festsloff erhailen. 

Analytik lo 

Dunnschichtchromatographie (Kieseigel 60) 

Laufiniuel: Chlorofonii/Meihanol/Wasser/37% NK.^ = 60 : 34 : 5, 5 : 0,5; Rf = 0,07. 

Anfarbung: Schwefelsaurc-Reagenz (braun-schwarzer Fleck) I5 

Massenspeklroinelrie (ESI) 
m/z: 1452,2(53) |M*- 1], 725,8 (100) [M-*- 1] 

tR-Speklroskopie (NaC:i) 
V = 2923 cm 1 (AlkyI), 2855 (Alkyl), 1462 (Alkyl), 1377 (Alkyl), 1115 (Elher), 1061 (P-O-C) 

[0104] Das Massenspeklnini (ESI) und das IR-Speklruni (NaCl) von Verbindung IV sind in den Abb. 4 und 5 gezeigt. 

3.3 Synlhese von DGTE-PE (V) 

1) POCL 



HO — I 




Ayirvyv>i3 y qH — O o— , 

-o— 1^ 2) Ethanolanun o o— j oh / 

°" ' — o— p— o 



3)HC1 H 



DGTE DGTE-PE 



20 



30 



35 



I0105J 1 50 pi wasserlrcies Telrahydrofuran wird unler Slicksioffatiiiosphare vorgelegt. Bei 0 bis 5°C (Eisbad) werden 
langsam uber eine Spriize 6,20 \xi (68,2 pmol) Phosphorylchiorid und anschlieBend 10,4 pi (74,9 pmol) Triethylamin zu- 
gegeben. Unter gureni Ruhren werden bei 0^*0 44,3 mg (34,0 pmol) wasserfreies DGTE langsam innerhalb 15 min zuge- 40 
iropfr Nach 1 h Riihren wird das Reaklionsgemisch mit einer Losung aus 4,50 pi (74,9 pmol) wasserfreiem Eihanola- 
min, 37,7 pi (270 pmol) Trielhylamin und 88,6 pi wasserfreiem Tetrahydiofuran versetzt. Das Geniisch wird 1 h bei 
0 5%' geruhrt und danach mit 1 M Salzsaure angesauert (pH = 2), woraufhin ein farbloser Niederschlag entslehl. Die 
waBrige Phase wird 10 mal mit Chlorofomi/Methanol (2 : 1 ) exirahiert. Die vereiniglen organischen Phasen werden tiber 
Nalriumsulfal getrocknel und das Losungsmitiel wird im Vakuum entfernt, Der olige Ruckstand wird durch Saulenchro- 45 
maiograpie an Kieseigel gereinigi (15 g Kieseigel (0,04-0,063 mm), Als Laufmittel wird Chloroform/Mel hanol (3 : 1) 
und anschlieBend, nachdem der DGTE vollstandig eluiert. isl, Chlorofonn/Meihanol/Wasser/37% NH3 (60 : 34 : 5, 
5:0,5) verwendei. Es werden ca. 11 mg (20%) DGTE-PE als farbloser, kristalliner Fesi5ioff erhailen, der aus 
CHClj/MeOH (2 : 1) umkristallisien werden kann. 

50 

Analytik 

Dunnschichlchromaloqraphie (Kieseigel 60) 

Laufmiiiei: Chlorolbmi/MethanolAVasser/37% NH3 = 60 : 34 : 5, 5 : 0,5; Rf (DGTE-PE) = 0,23. 55 
Lauliiiiilel: Chlorofonit/Mel hanol = 3 : 1; Rf (DG TE) = 0,95, Rf (DGTE-PE) = 0,0. 
Anfarbung: Schwelelsaure-Reagenz (braun-schwarzer Fleck). 



Massenspeklromeirie (ESI) 
ni/z: 1540.4 (64) |M*- 1 1, 770,8 (100) IM^* - 11. 

IR-Spekiroskooie (NaCl) 

v = 3139 cm ' (Ammonium), 3047 (Ammonium), 2921 (Alkyl), 2852 (Alkyl), 1446 (Alkvl), 1406 (Alkyl), 1378 (Alkvl), 65 
1215 (P=0), 1074 (P-O-C). 

10106] Das Mas.scnspckirum (ESI) und das IR-Spcklrum (NaCl) dcr Verbindung V sind in den Abb. 6 und 7 gczcigl. 
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Bcispicl 4 

Liposoinen, bestchcnd aus Vcrbindung V und Phosphahdylcholin 

5 1 . Li|v>so!iicn-Prjiparalion durch Dclcrgcn/.-ni«lysc 

101071 Die Verbindung V und das Lipid Phosphalidylcholin (aus liiwcifi) wcrdcn in vcrschicdcnen Vcrhahnisscn (s. 
1 .2.) geniischt und in 1 ml einer Mischung aus Chlorofomi und Methanol, 2 : 1 gclosl. Dcr Gcsanitlipicigehali dcr An- 
salze betriigt jeweils 120 nniol. Nach Zugabc von 480 nniol Natriuni-Cholal als Delcrgcnz wird die Mischung am Rola- 

10 lionsverdaitipfcr eingedanipH, in 1 ml Elhanol aulgcnoinmcn, crneui cingcdampfl und 30 min bei 50%' und 20 inbar gc- 
trocknet. Das System Verbindung V/Phosphalidyicholin bildei in alien unlersuchlen Mischungsvcrhallnisscn cinen ho- 
inogenen, transparenlen Film. Der Lipid-Detcrgenz-Film wird in 400^1 Dialyse-PulTer (lOiiiM TTEPKS, pll 7,4, 
150 TTiM NaCl) aufgenommen, in eine Dialyse-Kapscl (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Geniiany) uberfuhrt und mil einer 
Dialysemenibran versehen (AusschluBgrenze 10 kDa, Dianorm GmbH, Munchen). Die Lipid- Detergenz-Mischung wird 

15 36 h gegen das lOOO-fache Volumen an Dialyse-PulTer dialysiert. In dicser Zeit wird der Dialysc-Puffer dreimal ausge- 
tauscht. 



2. Charakicrisierung dcr Liposomcn 

20 lOlOS] Die Zusamiiiensetzung dcr Liposomcn wird mil Hilfc dcr Dunnschichlchromatographie unlcrsucht. Zur Extrak- 
lion werden jeweils 20 pi der Liposonicn-Losung mit 80 pi Ghlorolonn : Methanol, 2 : 1 verselzt, 5 min geschullcll und 
5 min bei 14000 g zentrifugiert. Die obere, waL^rige Phase wird abgenonnnen und verworlxin. Die organische Phase wird 
unler StickstolT verdampft, in 20 |j1 Chlorotbrm : Methanol, 2 : 1 aufgenomnien und auf eine HP'll.C-Dunnschichtplalie 
(Merck, Dannstadt, Geniiany) aufgetragen. Nach Enl wicklung der HP^rLC im Laulmittel Chlorofomi : Methanol : Was- 

25 ser : Amnioniaklsg.(32%) 60 : 34 : 5, 5 : 0,5 wird die Platle kurz in die Farbelosung (3% (w/v) Kupfcracelatin 8% (v/v) 
Phosphorsaurc) geiauchl und 20 min bei l8(rC erhitzt. Die Idcntifizierurig der Lipide erfolgt uber den Vergleich mil Li- 
pid-Standards. 

10109] Die PartikelgroBenbcstimniung criolgi durch dynamische Lichistreuung mit einem Pariicle-Sizing-System 
(380 ZLS, Nicomp Inc., Santa Barbara, CA. U.S.A..) in einem Probenvolumcn von 150 jjI. Die PartikclgroBe wird Inlen- 
30 silals-gewichtci auf Basis einer GauBvcrleilung angcgebcn. 

3. Ergebnisse 

[0110] Nach dem in 1.1. beschriebeiien Verfahrcn wurden 4 Liposomeii-Ansalze mit folgenden Gehalten an Verbiii- 
35 dung V hcrgestellt: 20 mol%, 33 mol%, 50 mol%, 100 mol%. Da die Verbindung V die Membran ganz durchspannt, 
Phosphalidylcholin jedoch nur halb, haben die Halbseilen der Lipiddoppelschicht die folgende Zusamniensetzung: 
33 mol%, 50 inol%, 66 moI% und 100 moi% Verbindung V. 

10111] In alien Fallen etgab die Detergenz-Dialyse klare Losungen ohne erkennbare Bildung von Aggregalen. Die Zu- 
samniensetzung der Liposomcn wurde durch Dunnschichichromaiographie uberpruft und entsprach der Zusammenset- 
40 zung, in der die beiden Lipide eingesetzt wurden, was darauf hindeutet, dass es wahrend der Herslellung keine \ferlusle 
an einer der Koinponenten gab. Die GroBe der Liposomcn war abhangig von der Lipid- Zusammensetzung und slieg na- 
hezu linear mit dem an Gchalt an Verbindung V (in mol^o) an. In Abb. 8 sind die Ergebnisse der PartikelgroBenbeslim- 
mung dargestellt. 

10112] Die Ergebnisse zeigen, dass sich aus der Verbindung V und dem PhosphatidylchoUn in einem weiien Konzen- 
45 trationsbereich (bis zu \Q0% Verbindung V) Misch-Liposomen hersiellen lessen. 



Bei spiel 5 
Synthese von di-BOC-TREN 

NJ 

2 Boc-ON 

TREN d/z-Boc-TREN 



^ NHj NHBoc 



60 10113] 1,40 nil (Q,35 mmol) TRHN rrris-(2-annnoethyr)-aniin] und 3,91 ml (28,1 nuuol) Tricthylamin wcrdcn unicr 
SlickstolTatmosphare in 40 ml wasserfreicm THE gclosl. 4,61 g (18,7 mmol) BOC-ON werden ebenfalls in 10 ml was- 
scrfrciem TllF gelost und uber ein Septum und unter Wasserkiihlung zu der Losung gcspriizt. Die Reaklionsmischung 
wird 19 h bei Raumlemperaiur gcruht. Das Losungsmittel wird verdampft und das vcrblcibendc gclbe Ol auf Kiesclgcl 
chromalographierl (ca. 130 g Kieselgel 60, 0,063-0,200 mm, Laufnnltel: Essigcster/Mclhanol = 3:2 (0.5% Ei.scssig).). 

65 Das Losungsiiiitiel der aufgefangcnen Fraktionen wird verdampft und der Ruckstand in Essigesier gclosl. Dann wird 
durch Auschiincln mil I M Nalronlauge enisauert. Nach Waschen mil V/asser und Trockncn uber Nairiumsulfat wcrdcn 
561 nig (17%) di-BOC-TREN als gclbcs Ol erhallen. 
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Analylik 

Dunnschichlchromalographic (Kicsclgcl 60) 



Lmifmillel: Rssigcslcr; R| = 0,12. 
Anliirbung: Ninhydrin-Losung (rolcr Fleck) 

Masscnspeklronicirie (M)*^) 

m/z: 347,7 [M-'+ IJ 

^HNMR-Spektroskopie (270 MHz, CDCI3) 
5 = 1,43 (s. 18H, 2 X iBu), 2,45-3,25 (m, 12H, CH2) 

[0114] Das ^H-NMR-Spcktrum und das Massenspeklrum (FD) des di-BOC-TREN sind in den Abb, 9 und 10 gezeigt. 

Beispicl 6 

6.1 Synlhese von BOC-AF4 (BOC-gcschutzles DC) 



BocHN 



di-BOC-TREN n- 

/ 

^ BocHN 



n^'^^ — o 0—1 ) 



NHBoc 



O Q 



NHBo 



DGTE-Disaurechlorid BOC-AF4 

(0115] Zu ca. 11 J lug (8,17 pmol) DGTE-Disaurechlorid werden unler Sticksloff 1,0 nil CH2CI2 durch ein Septum ge- 
sprirzi. Sobald das Saurechlorid gelost ist, werden unter Ruhren uiid Eiskuiiluiig nacheinandcr 11 pi (78 pniol) Trielhy- 
lamin und 29,7 nig (85,7 pniol) di-BOC-TREN, gelost in 0,3 ml CH2CI2. zugegeben. Nach 1 h wird die Kuhlung entlemt 
und weilerc 18 h bei Raunitenipcratur geruhrt. Das Losungsminel wird verdanipft und der Ruckstand mit Essigeslcr auf 
Kieselgcl chromatographiert. (ca, 5 g Kieselgel 60, 0,040-0,063 mm), Dabei werden nach Trocknen uber Nalriumsulfal 
6,0 mg (37%) BOC-AF4 erhallen. 

Analytik 

Dunnschichtchroniatographie (Kieselgel 60) 

Laufniittel: Essigester; R| = 0,27. 

Anfarbung: Schwcfelsaure-Reagenz (braun-schwarzer Fleck) 

Massenspcklronielrie (FD*) 

ni/z: 1979 [M*] 

[0116] Das Massenspeklrum der Boc-geschutzten Vferbindung DC ist in Abb, 11 gezeigt. 



6.2 Synlhese von AF4 (DC) 




(01171 Das BOC-AF7 wird in CHCI3 gelost und zur Abspaltung der BCXVSchulzgruppen 15 niin mil Trinuoressig- 
saurc CrFA) geruhrt. 
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BcispicI 7 



Synlhcsc von AV6 (XI) 




J 5 DGTE-Disaurechlorid AF6 

[01181 Zu 21 nig (16 Mniol) DGTE-Disaurechlorid werdcn unter Stickstoff 2,0 nil <I-l2Cl2 durch ein Sepluni gcspritzt. 
Sobald das Saurechlorid gelosi ist, werden unler Riihren und Eiskiihiung 180 pi (800 pmol) Bis-|3-(dinielhylannno)-pro- 
pyl]-aiiiin zugcgcbcn. Nach 30 niin wird die KUhlung enifemc und weilcre 18 h bci Rauniieniperaiur geruhrl. Die hcll- 
gclbe Losung wird mil 10 ml CHCli/Methanol (4 : 1) verselz! und n\h 10 ml Wasser gewaschcn. Dann wird das Lo- 
20 sungsiiiiltel vcrdanipfi und der Rucksland auf Kiesclgel chronialographiert (ca. 5 g Kicselgcl 60, 0,040-0,063 nini). Als 
Laufmitlel wird (IK'l^/Mcihanol/EssigsaureAVasser (9:4:1:1) verwendel. Die (Chromatographic ci)»ibl ca. 16 nig 
(60%) AF6. 

Analylik 

25 

Dunnschiclilchroiiiatographic (Kiesclgel 60) 

Laufniittel: CHCiyMelhanol/EssigsaurcAVasser = 9:4:1 : 1 ; R,- = 0,1 . 
Anfarbung: Schweielsaure-Reagenz (braun-schwarzer l^eck) 

30 

Massenspektroinelrie (DEI) 

1661 

:\5 IR-Spektroskopic 

10119] V = 1649 cnr^ (Amid I), 1461 und 1377 (lypisch fur das TetraethergerusO 

[0120J Das Massenspektrum (DEI) und das IR-Spekirum (NaCl) der Verbindung XI sind in den Abb. 12 und 13 ge- 
zeigt. 

40 

Beispiel 8 

Liposonien, enthaltend Verbindung XI als Transfektionsniillel 

45 1 . Liposonien-Praparation durch Deiergenz-Dialyse 

[0121] Die Praparalion der Liposonien erfolgl durch Deiei^genz-Dialyse analog zuni oben fur Verbindung 5 beschrie- 
benen Verfahren. Neben der Verbindung XI werden die Lipide Phosphalidylchoiin (aus EiweiB), Cholesicrin (aus WoU- 
fett) und Dioleylphosphatidylelhanolamin (synlhelisch) in verschiedenen Verhalinissen eingesetzt. Die Lipide werden in 
50 Konzcntraiioncn von maximal 1 mM Gesanitlipid mil der zehnfachen niolaren Menge an Natrium-Cholat uingeseizt. 

2, Transfcklion von lierischen Zellen init Liposonien, enthaltend die Verbindung XI 

[0122] Chinese Hamsier Ovary Cells (OHO-2ellen) werden 24 h vor der Transfektion mil einer Dichic von 3 x lO'* x 
55 cm"- in 48-wcil-Zellkullurplancn ausgesat. Die Kultivierung erfolgt in Iscoves Modified Dulbeccos Medium mi! 10% 
tbialem Kiilberseruni. 2 iviM Clulamin, 100 U/ml Penicillin und lOOpg/ml Streptomycin (37''C, 5% CO2. 70% Lult- 
feuchiigkcit). Liposonien, enthaltend Verbindung XI werden in verschiedenen Mengen von 0,25-6,0 nnioi Verbindung 
XI vorgclegi und mil 1 niM TIEPES, pll 7,4, 150 luM NaCl aul' ein Volumen von 60 pi aufgefullt.. Die Ansatze werden 
mil 70 pi Opti-MEM (Life Technologies. Karlsruhe, Deutschland) gcmischi und 30 niin bei Raumlcniperalur inkubiert.. 
60 7,u jedeni Ansar/. werden 0,1 5 |ig Plasmid-DNA in 70 pi Opii-MEM gegeben und 15 min bei Raunilemperalur inkubiert.. 
Die CHO-Zellcn werden zweimal mil Phosphal-gepu ft crier Saline gewaschen, mil 150 pi des 'rransfcklions-Ansatzes 
versclzl und 5 h bei 3TC inkubierl. AnschlieBcnd wird die Transfekiionslosung abgcnommen, durch 400 pi Kulluniie- 
dium erseizi und weilere 24 h inkubiert. 

1 0123] Es werden /.wei unterschiedliche Plasiiiide cingesei/i, die fur die Reporter^ene p-Galaclosidase b/.w. das green 
65 fluorescent proicin (GFP) codiercn (pCMVB bzw. pE(;iT-N2; Clonicch Inc., Palo Alto, CA, USA). Zur Besiimmung der 
Transfektionsellfizienz wird die in den Zcllcn expriniicrle P-Galaclosidasc-Aktiviiai bestimmt . Dazu werden die Zcllen in 
den 48-wcil-Plaitcn dreinial mil Phosphal-gepuflertcr Saline gewaschcn, mil 150 pi bidcst. Wasser verselzi, bei -70'*C 
eingcfrorcn und wiedcr aufgciaul und anschlieBend 30 min bei 3000 g zenirifugierl. Von deni im t Jbcrsiand befindlichen 
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2:eII-Lysal wcnien nlfWicr p-Galactosi(iasc-Iicsliiuiiiung zugofuhn (Grolh^TT ah (1998), Anal. Biochcm. 258: 
141-143). Die licsiiniinung dcsZcll-Proicins crlblgl nach dcr Bichinoiin-Meihodc an 2()pl dcs /cll-Lysaics niii i>cruni- 
Albuiiiin als Siandaixl (Smith cl al. (1985), Anal. Diochcm. 150: 76-^5), Die spezifischc P-Cialactosidase-Aklivilal wird 
in niU/nig Zcllprolcin angcgebcn. 

10124 1 Prjinsfcklionen mil deni green (liiorcsccnl prolcin werden nuoreszcnzniikroskopisch unlcrsiicht (Zeiss Axioverl 
25 Mikroskop mil Fluorcszcnz-Anrcgung: Filler LP 515, Sirahllciler FT 510, Carl Zeiss, Jena, Ck-rniany; Digilale Mi- 
kroskop-C'aincra: DMC le, Polaroid (.lorporaiion, Cambridge, MA, USA) 

3. lirgcbnissc 

(0125] Aus dcr Verbindung XI lasscn sich mil den drei Co-Lipiden Phosphaiidyicholin (PC), Choleslcrin (Choi) und 
Dioleylphosphalidylethanolainin (PE) in unlerschiedlichen Vcrhallnissen Liposomen lierstellen. Darslellbar sind Liposo- 
men der /usamiuensel/.ung XT : PC : PR : Choi = 1 : A : R : C mil A, B, C z.wischen 0,5 und 2. Alle T jposofnen zeigen 
mehr oder minder siarke Transfeklionseigenschaflen. Exeniplarisch sollen Liposomen der Zusanimensetzung 
XI : PC : PE : Choi = 1:1:1:1 (Mol%) vorgeslellt werden. Die Transfektionseffizienz zeigl cine starke Abhangigkeil 
vom Verliallnis der Verbindung XI zum DNA-Gehall des Transfeklions-Ansatzcs mil einem Optimum bei 3 nmol Xl/pg 
DNA. In Gegenwan von 5% lolaleni Kalbcrseruin im TVansfeklions-Ansatz gehi die Translckiionsetlizienz im Maxi- 
nmm um ca. 30% zurQck und das opiimale Li pid-DNA- Verb minis verschiebt sich zu 7,5 nmol Xl/pg DNA. Die Transfe- 
kionsvcrsuche mil dem green Huorescenl prolein zeigen, da6 ca. 10% der CH02^41en fransfi/.icrl sind. 
10126] Abb. 14 zeigl das Ergebnis eincr Transfektion von CflO-Zeilen iiiit Liposomen, cnlhallend Verbindung XI. 
Links isl ein Trans fektionseflizienz in Abhangigkeil vom Verbal! nis dcr Verbindung XI zum DNA-(iehall (in nmol Xl/pg 
DNA) gczcigi; dargeslelll isl die spezifische P-Galaclosidase-Aktivitat der Translektionsansaize unler serumlreien Be- 
dingungen (Rauten) und in Gegenwan von 5% foralem Kalberserum. Rechls isl die Transfeklion von CHO-7x^llen mil 
dem green fluorescent prolein dargeslelll; oben als fluoreszcnzmikroskopische Aulnahme, unlen als phasenkoniraslnii- 
kroskopische Aufnahme. 

Bcispiel 9 

9.1 Synlhese von BOC-AF7 (BOC-geschulztes XH) 



/ 

X /n-BOC-Spermin ^"^^ 

' — \ 



o 




DGTE-Dis^urechlorid BOC-AF7 

[0127] Zu ca. 10,6 mg (7,79 pmol) DGTE-Disaurechlorid werden unter Stickslotf LO ml CTI2CI2 durch ein Septum ge- 
sprilzi. Sobald das Saurechlorid gelosi ist, werden unter Riihren und Eisklihlung nacheinander 11 pi (78 pmol) Trielhy- 
lamin und 39,1 mg (77,8 pmol) iri-BOC-Speniiin, gelost in 0,2 ml CH2CI2, zugegeben. Nach 30 mi n wird die Kuhlung 
enilemt und weitere 18 h bei Raumlemperalur geruhrl. Das Losungsmitlel wird verdampfl und der Riicksland in Hexan/ 
Essigesler (1:1) gelost. Das Rohproduki wird durch zweimaliges Chroinalographieren auf Kieselgel gereinigl (beide 
Saulen je ca. 5 g Kieselgel 60, 0,040-0,063 mm). Bei der ersten Chromaiographie wird Hexan/Essigesier (1 : 1) als 
Laufmiitel verwendei, die zweiie wird mit reinem Essigesler durchgefUhn. Die Chromaiographie eigibi 4,2 mg (24%) 
BOC-AF7. 

Analylik 

Dunnschichlchromalographie (Kieselgel 60) 

Lautiniliel: Hcxan/Essigesier = 3:4; Rf = 0,2. 
Essigesler; Rf = 0,7. 

Anfarbung: Schwclelsaure-Reagenz (braun-schwarzer Fleck) 

Massen.speklromelric (FD^) 
m/z: 2291,5 IM"^!, 501.7 I(lri-BOC-Spermin^-l] 

10128] Das Massenspcklrum (FD) der Boc-geschuizien Verbindung XII isl in Abb. 15 gezeigl. 
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9.2 Synihcsc von Al'V (Xfl) 



^NH, 



N 



.A, 





TFA 



10 



B0C-AF7 AF7 

[0129] 1,9 mg (0,83 pinol) BOC-AF7 werden niit 0,2 ml CUCh und 0,1 ml Trifluoressigsaure (TFA) 15 min geruhrl, 
15 um die B(X!-Schulzgruppen abzuspallen. 

Patentansprliche 

1. Teiraelherlipidderival, dargestcllt durch einc der folgendcn allgemcinen Fonucln (1) bis (6): 

.1 



25 



30 



HC— O 



H2C— O 




(1) 



35 



40 



45 




(2) 



50 



55 



HC— O 



H2C— O 




(3) 



65 
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wobei S' und unabhangig voneinander ausgewahlt. sind aus den Gruppen 
-CH2-0(P02 )OH 



und 

A-X*-B-(X-)q-Y 

worin bedeuien: 

A -CONR^-, -COO-, -CH,0-, -CH.OCO-, -CH,NR»CO-, 
-CH20C0NR^-, -CH2NR'COO-, -CH20(P02-)b- oder -CH2S-, 

undX^ unabhangig voneinander cine vcrzweigteoder unverzweiglc Alkylen- oder Alkenylengruppe ntit 1 bis 20 
Kohlenstoffalonien, die Gruppe -COCR^ Y(CH2),n oder die Gruppe -CH^-CHo-NHCO, 
B -(0(CH.),„)„-, -(NR'COCHN(R^h)o- oder -(NR% 
Y -H, -NR-R\ -N^R-R^R^ -0R^ -COR^ oder >SR^ 

R' und R^ -H, eine verzweigle oder unver/weigie Alkyl-, Alkylen-, Aralkylcn- oder Arylgruppe niit. I bis 12 Koh- 
1 en St offal omen, wobei diese Gruppen mil mindesiens ciner Gruppe Y subsiiluiert sein konncn, 
R- bis R\ 

R^ und R* unabhangig voneinander R' oder -(C=N'*H2)NH2, 

ni 1 bis 5, 

nObis 150, 

oObis 10, 

p 0 oder 1 und 

q 0 bis 5, 

wobei jeweils einer der Rcsie R- bis R\ R' und R** wcilcr cincn Liganden unifassen kann, dcr iiber einen Spacer an 
das Lipid gebunden sein kann, 

sowie durch Bildung von Peniazyklen iin TeiracihcrgrundgcrUsl gcbildeic Modifikaiionen davon, 

mil der MaBgabe, dass, wenn das Teirdelherlipiddcrival durch die allgcnicinc FornicI (I) dargesiclll isi, folgende 

Verbindungcn ausgenoninten sind: 

A = -CX)NTT-, B = -(NR^)p- mil p = 1 und R^ = -H oder cine verzweigle oder unver/.wcigle unsubsiiluicrle Alkyl-. 
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Alkylcn-, Aralkyl?PP!!IicT Arylgruppc mil 1 bis 12 KohlcnsioiTaionicn; 
A = -CONTI-, n = o = p = q = 0 und Y = -NR-R* <xlcr -N^^R-R-^R '; unci 
A = -CTT2NTKX> <xlcr -CX)NTT-, n = o= p = q = () und Y = -II. 

2. Tclraclhcrlipiddorival nach Anspruch K wobci R' -II, -C'lT.i. -(CH2):rN((;Hn)2 <xler -(CH7)3-NIl2 ist. 
S 3. TeirHCihcrlipiddcrival n«ch Anspruch 1 ixlcr 2, wohci A aiis den Griipix:n -C'ONH- iin<l -CTT20nH:)2")<)- ansgc- 

wiihll isl. 

4. rclraclhcrlipiddcrival nach Anspruch 3, wobci A -(.'ONH- isl und B -(()((;i 12)2)11- isl- 

5. rclraclhcrlipiddcrival nach cincni der Anspriichc 1 bis 4, wobci X' und X" unabhangig voncinandcr cine der 
Gruppcn -(CH2h-, -(C;il2)r -(CW2)4- darslcllcn. 

10 6. 'rclraclhcrlipiddcrival nach cineni der Anspriichc 1 bis 5, wobci in 2 odcr 3 isi. 

1. Tetrad he rli pi ddc rival nach eincni der Anspriichc 1 his 6, wobei n cine Zahl ini Bereich von 3 bis 130 isl. 

8. Tclrdclhcrlipiddcrival nach eineni der Anspriichc 1 bis 7, wobei n eine Zahl ini Bereich von 40 bis 85 isl. 

9. Telraelhcrlipiddcrival nach eincni der Anspriichc 1 bis 8, wobei o einc Zahl von 0 bis 3 ist. 

10. Iclraelherlipiddcrivat nach cincin der Anspruchc 1 bis 9, wobei o 0 oder 1 isl. 
15 11. Tclracthcrlipidderival nach einciii der Anspriichc 1 bis 10, wobei q 0 odcr 1 isl. 

12. Iclraclherlipiddcrival nach Anspruch 1, wobei S' und S- unabhangig voncinandcr ausgewahh sind aus den fol- 
gcndcn Gruppcn: 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



60 



65 



o 

-C-N— (CH2)2 — [O— (CH2)2]n— NH2 
H 



O 

— C-N— (CH2)2— [O— (CH2)2]n— O-CH3 
H 



9 ^Lig^nd 
-C-N— (CH2)2— [O— (CH2)2]n-N^ 



o 
II 

-CH2— O— P— O— H 
O' 



o 

— CH2— oJ— O— (CH2)2— N'^Hj 



55 O 

— CH2— O— P— O— (CH2)2— N^(CH3)3 



O' 
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Spacer — ^gand 



— CH2— O— P— O— (CH2)2— N 



o o 
II II 

— C-N— (CH2)3-N-C-CH— (CH2)3-N(CH3)2 
H H N(CH3)2 

O 

— C-N— (CH2)2-N— (CH2)2-NH2 
^ (CH2)2— NH2 



-C-N— (CH2)2— N— (CH2)2— NH-C=N''H2 

" (CH2)2 

NH 
I + 
C=NH2 

NH2 

O 
II 

-C-N— (CH2)3— N(CH3)2 

(CH2)3 
N(CH3)2 



— C-N — (CH2)4-N— (CH2)3— NH2 
(CH2)3 " 

NH2 

13. Telractherlipidderivat nach eincni der Anspriiche 1 bis 12. wobei der Spacer eine zweiwertige V^rbindungs 
gruppe isl, dargcstcllt durch die folgende allgeiiieine Foniiel: 

-U,-V-W,- 



worin bedculen: 

U eine (Jruppe. die an das Lipid gekoppclt isl und die ausgewahit ist aus der Gruppc. besiehend aus -0-, -S-. -CO, 
COO, -CONH-, -CSNH-. -(CN^H,)-, -NH- und 



o 

N- 
O 



W eine Grup|>c, die an den Liganden gekoppeli isl und die ausgewahll isl aus der Gruppe, bestehcnd aus -0-, 
CO, -OCO-, -NHCO-, -NHCS-, -(CN^Hs)-, -NH- und 
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V (a) cine vcrxweigie (xter unvcrzwcigie Alkylcnkcllc mil 1 bis 30 KohlcnsiolValomcn, wohci die KohlcnslolTaloiiic 
icilwcisc durch die Gruppcn -S-S-, -CO-, -CH(OTTV, -NTT(X)-, -CONH-, Cyclohcxylon, Plicnylen, -COO-, -(X'O-, 
.^0^_^ -O- Oder -CI KCI h)- crsclzl sein konncn, und/cKlcr 
lu (b) einc ]\ilycihyIcn/propyIcnglycolkenc inil inindcsicns 3 Eihylen/propylcnglycoleinheiicn, und/(xlcr 

(c) cine Polyelhylen/propylcnaininkeUc iiiit niindcslcns 3 nihylcn/propylenainincinhciien, umi/oilcr 

(d) cine Kohlcnhydratkeitc, un<i/oder 

(e) cine Oligopeplidketlc und/oder 
(0 eine Poly lad idkcllc, 

15 r Coder 1 und 

s 0 Oder 1 . 

14. Teirael hcrlipidderival nach einein der Anspriiche 1 bis 1 3, wobei dcr Ligand ausgewahll ist aus der Gruppe, bc- 
siehend aus Proicinen, Pepiiden, Viiaiiiincn, Kohlenhydralen und Pcptidoniiinciika. 

15. 'relraclhcrlipidderival nach Anspruch 14, wobei das Protein ein Anlikorper, cin Pragnient eines Antikorpers, 
20 ein Lectin oder ein Apo-Lipoprolein o<ler cin an einen Zellobcrnachenrczcptor bindendes Protein ist. 

16. Tetractherlipiddcrivat nach Anspruch 14, wobei der Ligand einc Pcplidsequenz enlhalL ausgewahll aus 
(:DCRG1X:FC (uber zwei Disulfidbrucken cyclisierl), EEI-^DV, CNGRC (uber eine Disulfidbrucke cyclisicrt), - 
c(RGDnC)- (uber eine Aniidbindung cyclisiert), Peptidscquenzen aus dent Circunisporozoiicn-Protein undPeplid- 
sequenzcn aus Transferrin. 

25 17. Teiraelhcrlipidderivat nach Anspruch 14, wobei dcr Ligand cin Vilaniin is!, ausgewalilt aus Folsaure und Vil- 

aniinBi2. ,9 . . 

18. Tetractherlipiddcrivat nach cinctn dcr Anspruchc 1 bis 17, wobei S' und S" glcich sind. 

19. Telraetherlipidderivat nach eineni der Anspriiche 1 bis 17, wobei und S" verschiedcn sind. 

20. Telraeiherlipidderivat nach Anspruch 19, wobei eine kalionischc Gruppe und einen Liganden umfasst. 
30 21. Tetractherlipiddcrivat nach Anspruch 19, wobei S' eine neutrale Gruppe und S" einen Liganden umfasst. 

22. Telraetherlipidderivat nach Anspruch 19, wobei S' cine anionischc Gruppe und S" einen Liganden umfasst. 

23. 2^saninienselzung, enthaltend zwei oder niehrere der Tctractherlipidderivate nach eineni der Anspriiche 1 bis 
22. 

24. Liposom. enthaltend ein oiler niehrere Tctraelheriipidderivate nacli eineni der Anspruciie 1 bis 22. 

35 25. Liposom nach Anspruch 24, enthaltend weiiere Dop[x;lschichl-bildende kalionische, neutrale oder anionischc 

Lipide. 

26. Liposom nach Anspruch 25, enihaltend das kalionischc Lipid DOTAP® und/oder DOSPER® und/oder DC- 

Chol®. 

27. Liposom nach eineni der Anspriiche 24 bis 26, enthahend die neutralen Lipide Phospharidylchohn und/oder 
40 Phosphatidylethanolaiuin und/oder Phosphaiidyiglycerol und/oder Phosphatidylserin und/oder Phosphatidsaure 

und/oder Cholesierin und/oder Sphingomyelin. 

28. Lipidagglomeral, enthaltend ein oder mehrere Schichten einer oder mehrerer Teti-aclherlipidderivate nach ei- 
neni der Anspruchc 1 bis 22. 

29. Lipidagglomerat nach Anspruch 28, enthahend weitere Doppelschicht-bildende kationische, neutrale oder 
45 anionischc Lipide. 

30. Lipidagglomerat nach Anspruch 29, enihaltend das kationische Lipid DOTAP® und/oder DOSPER® und/oder 
DC-Chol®. 

3 1 . Lipidagglomerat nach einem der Anspriiche 28 bis 30, enthaltend die neutralen Lipide Phosphatidylcholin und/ 
Oder Phosphatidylethanolamin und/oder Phosphatidylglycerol und/oder Phosphatidylserin und/oder Phosphaiid- 

50 siiure und/oder Cholesierin und/oder Sphingomyelin. 

32. Liposom nach einem dcr Anspriiche 24 bis 27 oder Lipidaggloinerat nach eineni der Anspriiche 28 bis 31, wo- 
bei das Gew.-Verhallnis von Telraetherlipidderivat zu weitercn Lipiden 5 : 1 bis 1 : 100 betriigt. 

33. Liposom nach cincm der Anspriiche 24 bis 27 oder 32 oder Lipidagglomeral nach einem der Anspruchc 28 bis 
32,enlhahend wcilcrhin Nukleinsaureniolckule und/oder Nukleinsaurcmolekul-analogc Verbindungen und gcgebc- 

55 nenfalls Polykalioncn. 

34. Liposom oder Lipidagglomeral nach Anspruch 33, wobei die Polykalionen aus Polyclhyleniniin, Poly-Lysin 
und Protamin ausgewahll sind. 

35. Phaniiazeutische Zusamniensclzung, enihaltend Liposomen nach einem dcr Anspruchc 24 bis 27 oder 32 bis 34 
Oder Lipidagglomcralc nach einem dcr Anspruchc 28 bis 34 und cin physiologisch vcrlragliches Verdiinnungsmil- 

m tel. 

36. In vitro- Translektionskil, enihaltend Liposomen nach einem der Anspriiche 24 bis 27 oder 32 bis 34 und/oder 
Lipidagglomcralc nach cincm dcr Anspruchc 28 bis 34 sowie gecigncle Puffer 

37. Vcrwcndung von Liposomen nach einem dcr Anspruchc 24 bis 27 oder 32 bis 34 oder von Lipidaggiomcraten 
nach einem der Anspriiche 28 bis 34 zum Hersiellen eines Medikamcnics fur die Genlherapie an Saugem. 

65 38. Vcrwcndung von Liposomen nach cincm dcr Anspruchc 24 bis 27 oder 32 bis 34 o<ler eines Lipidagglomcraies 

nach einem der Anspriiche 28 bis 34 zur Transfcklion eukaryonlisclier Zellcn in vitro. 

39. Verwendung von Liposomen nach einem dcr Anspruchc 24 bis 27 oder 32 bis 34 oder eines Lipidagglomcraies 
nach cincm dcr Anspruchc 28 bis 34 zum Vcrpackcn von Wirksioffcn fiir die oralc, cnlcrdlc, parcnicralc, inirave- 

28 
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nose, inirainuskull^PTnicrarnkulare, lopischc, subkulanc, pulmonale (xicr irirrapcriloncalc Applikalion. 
40. Vcrwcndung (icr HMraeihcrlipiclc nach cincm dcr Anspdichc 1 bis 22 Oder <icr /usanuucnscl/.ung nach 
spruch 23 zuiii Hcschichlcn von Obcrnachcn, insbcsondcrc von Mciall- <xlcr KunslslolVobcrflachcn. 
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